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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Cinkonun Karaciger Fibrozu Uzerindeki Genetik ve Epigenetik Etkisi
Zeynep Biisra Aksoy
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. K. Can Akgali

Karaciger fibrozisi, fazla miktarda ekstraselliiler matriks bilesenlerinin birikmesi ile olugsan
anormal yara iyilesmesi durumudur. Karaciger fibrozu geri dondiiriilebilir bir siire¢
olmasinin yaninda eger miidahale edilmezse dnce siroz ardindan hepatoselliiler karsinoma
olusumu ile sonlanabilmektedir. Karaciger fibrozu ve hepatoma hastalarinin serumlarinda
cinko eksikligi yaygin goriilmektedir. Cinkonun insan genomunda bulunan tiim proteinlerin
%15’ine baglanarak bu proteinleri aktive ettigi bilinmektedir. Yapilan in vivo ve in vitro
calismalar ¢inkonun karaciger fibrozisi tizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermistir. Bu
durumda c¢inkonun anti-fibrotik mekanizmasinin genetik ve epigenetik diizeyde kontrol

edildigini diistinmekteyiz.

Bu tez calismasinda hiicre i¢i eser element olan ¢inkonun karaciger fibrozisi gelisimi
tizerindeki etki mekanizmasi ile hepatoma hucreleri Gzerindeki etkisi in vitro deneylerle
arastirtlmistir. Fibrotik hiicre modeli olarak insan karaciger stellat hiicre hatti olan LX2, siroz
menseili hepatoma hattt olarak da Hep40 kullanilmistir. Yapilan deneylerde hucrelere
verilen ¢inkonun, Zip/ZnT gibi ¢inko tasiyici kanal proteinlerinin hem protein hem de
MRNA dizeyindeki ifade seviyelerini etkilendigi gosterilmistir. Buna bagli olarak hiicre igi
cinko miktarinin ayarlanmasiyla birlikte etkilenen MT1, MT2, MMP2 ve MMP13
genlerindeki ifade degisikliklerinin epigenetik olarak kontrol mekanizmalar1 ¢aligilmistir.
Sonuglarin degerlendirilmesinin ardindan hiicre ¢inkonun fibrotik hiicreler ve hepatoma
hicreleri tzerindeki olumlu etkisinin genetik ve epigenetik mekanizmalarla kontrol edildigi

gosterilmistir.

2019, 82 sayfa
Anahtar kelimeler: Cinko, karaciger fibrozu, hepatoselltler karsinoma, Zip/ZnT, HDAC4



ABSTRACT
MSc Thesis
The Genetic Effects of Zinc on Liver Fibrosis
Zeynep Biisra Aksoy
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. K. Can Akgali

Liver fibrosis is resulted from unusual extracellular matrix accumulation due to the factors
that lead liver injury. Liver fibrosis is reversable, however, liver cirrhosis and hepatocellular
carsinoma might develop without any treatment attempt. The 15% of proteins in human
genome are activated by zinc. It is known that zinc deficiency in patient serum is a common
symptom of both liver fibrosis and hepatoma. Previous studies show that zinc has positive
effects on both fibrotic and cancer cells. In this study, we try to understand the genetic and
epigenetic role of zinc as a trace element in injured hepatic cell lines. We used LX2 cell line
as the fibrotic cell model and Hep40 was used as the hepatocellular carsinoma cell line.
MTF-1 transcription factor is known to be a zinc-activated protein and it regulates MT and
MMP genes’ transcription in order to maintain cellular zinc homeostasis. MTF-1 needs MRE
consensus sequence at the promotor region of the gene for DNA binding. We found that
Zip7, Zip8, Zipl4, and ZnT7 channel proteins have MRE sequence and we investigated that
whether their expression levels are regulated by MTF-1 or not. Also, we try to understand
the epigenetic effect of zinc on MT and MMP expressions by studying with HDAC4 and its
action on those genes.

As a result of our study, we found that Zip7, Zip8, Zipl4, and ZnT7 channel proteins are
regulated by MTF-1. Their expression levels are affected from intracellular zinc
concentration. Also, HDAC4 binds to MT1, MT2, MMP2, and MMP13 genes but it does

not repress their expression after the zinc treatment as zinc directly affects their expression.
2019, 82 pages

Key words: Zinc, liver fibrosis, hepatocellular carcinoma, Zip/ZnT, HDAC4
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1. GIRIS

Karacigerde meydana gelen hasarlanmalar karaciger fibrozuna ve ilerleyen evrelerde siroz
olusumuna yol acabilmektedir. Sirozun ilerlemesinin ardindan hepatoseliiler karsinoma ve
karaciger yetmezligi gelisebilmektedir. Karaciger fibrozisi basta fibriler kollajen olmak
Uzere, olagandis1 miktarda ekstraselliler matriks birikmesiyle sonuglanan anormal bir yara
iyilesmesi yaniti olarak nitelendirilmektedir. Vitamin ve mineral takviyelerinin bileseni olan
cinkonun, cildin ve kaslarin erken yaslanmasini onleyen anti-oksidan 6zellikler tagidigi
diistiniilmektedir. Cinko viicuda disaridan alinmasi gereken bir element olup hiicre igine
transferi ¢inko tasiyici proteinler sayesinde olmaktadir. Karaciger fibrozu ve devaminda
ortaya cikabilen karaciger kanserinde, hasta serumlarinda ¢inko eksikliginin oldugu
bilinmektedir ve in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢inko desteginin, fibroz tGizerindeki olumlu
etkisi oldugu gosterilmistir. Fakat ¢inkonun anti-fibrotik mekanizmas: ile karaciger kanseri
uzerindeki etkisi tam olarak agiklanmamistir. Bu ¢alismanin amaci hiicre i¢i ¢inkonun
karaciger fibrozisi gelisimindeki ve hepatoma hicreleri Uzerindeki etki mekanizmasinin

calisilmasidir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KARACIGER

Insan viicudundaki en biiyiik organ olan karaciger, organizmanin devamliligini saglayan ¢ok
sayida metabolik isleyisten sorumludur. Metabolizmaya giren kimyasallarin
biyodoniisiimiiniin  gergeklestirilmesi, eser elementlerin ve depolanabilir vitaminlerin
depolanmasi, serum proteinleri ile pihtilasma faktorlerinin tiretilmesi, kan glikoz seviyesinin
ayarlanmasi ve ilaglarin metabolize edilmesi karacigerin anahtar rol oynadigi bazi metabolik

faaliyetlerdir(1).

Karacigeri olusturan temel birimler lobiillerdir. Hekzagonal yapidaki lobiiller hepatosit
tabakalarin arasinda astar gibi dizilmis siniisoidal kapilerlerden olusur (Sekil 2.1). Her
lobiiliin ortasindan gegen merkezi damarlar vardir ve siniisoidal endotelyal hucrelerden
(SEH) olusan kapiler yap1 merkezi damardan disari dogru genisleyen bir yapiya sahiptir.
Siniisoidal endotelyal hiicreleri kan ve hepatositler arasindaki madde diflizyonu agisindan
onemli role sahiptirler. Hekzagonal lobiillerin her bir kosesinde ti¢lii damar kapisi
bulunmaktadir: kap1 toplardamari, hepatik arter ve safra kanali. Fonksiyon agisindan loblar
arasinda fark yoktur bu agidan homojen bir organdir. Karacigerin yaklasik %781
hepatositlerden olusur. %22’lik kisim ise Kuppfer hiicreleri, dogal katil t hiicreleri,
kolanjiyosit endotelyal htcreler (KEH), sinusoidal endotelyal hicreler ve hepatik stellat
hiicrelerden (HSH) olugmaktadir(2,3).

HSH’ler sitoplazma igi yag damlaciklariyla karakterize olurlar ve A vitamini depolarlar.
Saglikli karacigerde sinusoidal kontraktilitenin diizenlenmesi ve ESM organizasyonundan
sorumludurlar. Fibrogenez stirecinde etkin olan temel hiicrelerdir. HSH’ler farkli sebeplerle
hasar gormiis hepatositlerden ve olagan yapisi uyarilmig hepatik mikro ¢evreden yogun
sekilde uyar1 alir. HSHlerin etkilesime gegerek fibrogenezin baglamasina neden olan hiicre
gruplar1 hepatositler, hepatik makrofajlar, lenfositler ve endotelyal hiicrelerdir (4,5). Dogal
katil t hiicreleri ile HSHlerin etkilesime ge¢mesi ise HSHIlerin 6ldurulmesi ve fibrojenik
yanitin son bulmasi ile sonuglanir (6). Karacigerde meydana gelen bir hasar-yaralanma
sonrasinda durgun HSH’ler miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiirler. Miyofibroblast
benzeri hiicrelere doniigiimleri ile fibrotik yanitin verilmesinde 6nemli rol oynarlar (7). Aktif

hale gecmis HSHlerin bu durumlarmi korumalar1 dogal katil t hiicreleri tarafindan



oldurulememeleri igin yine hepatik mikro gevreden uyari sinyallerini almas1 gerekmektedir;
bu sinyaller otokrin olarak HSH’lerden veya diger inflamatuar hiicrelerden gelen sitokinler

araciligiyla HSH’lere iletilirler (5).
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Sekil 2.1 Karaciger lobiilii

Kuppfer hiicreleri karacigerde bulunan, endositoz ve fagositoz kapasiteleri yiiksek yerlesik
makrofajlardir. Inflamasyon yaniti olusumunda etken olan sitokinlerin salinmasindan
sorumludurlar. Akut karaciger inflamasyonunu kontrol etmede ve dogal bagisiklik
sisteminden gelecek yanitin olusmasinda anahtar role sahiptirler. Bunun yan1 sira ESM

olusumundan sorumlu enzimlerin ve sitokinlerin salgilanmasindan sorumludurlar (2).

2.1.1. KARACIGER FiBROZU

Karaciger fibrozu, karacigerin hasar almasinin ardindan ESM proteinlerinin birikmesiyle
organ dokusunun saglikli yapisinin degismesidir. Ekstraselluler matriksin yeniden
sekillendigi bu siirecte karaciger rejenerasyonu ile fibrogenez birlikte gorulir ancak ESM
proteinlerinin salinimi ve degredasyonu arasindaki denge olduk¢a onemlidir (8). Hepatik
yaralanmanin ardindan HSH’lerin miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiimii gergeklesir
(Sekil 2.2) (9). HSH’lerin aktive edilmesi ile miyofibroblasta doniismesi bir¢ok sekilde
olabilmektedir: Viral hepatit, toksinler, otoimmiin hastaliklar, alkolik ve alkolik olmayan
hepatit baslica nedenler olarak kabul edilmektedir (10). HSH aktivasyonu iki asamada

gerceklesir, baglama ve pertiirbasyon; hasar olusumunun durgunlasmasinin ardindan ise



rezollisyon asamasi gelmektedir (11). Baslangi¢ asamasi hasar meydana geldikten hemen
sonra baslar, gen ifadelerinde ve hiicresel fenotipte degisiklik meydana gelir. Bdylece
HSH’ler sitokinlere ve diger sinyallere yanit olusturabilecek uygun yapiya gelirler.
Pertiirbasyon asamasi HSH’lere gelen sinyallerin ¢iktist olarak baslar ve hiicreleri fibroza
gotiirlir.  Profibrojenik, promitojenik ve proinflamatuar faktorler salinir. Rezoliisyon
asamasinda ise HSHlerin susmasi, olgunlagmasi veya apoptoza gitmesi ile sonuglanir

(12,13).
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Sekil 2.2 Karaciger fibrozunun olusumu

Miyofibroblastik fenotip kazanan HSH’ler yara iyilesmesi siirecinde rol alan ve bagisiklik
yanitini tetikleyen ESM proteinlerini salgilarlar. Kollajen tip I, aSMA, fibronektin ve
vimentin ifadeleri miyofibroblastlar1 diger hiicrelerden ayiran belirte¢lerdir (14). Aktive
edilmis HSH’ler kollajen I, 1l1 ve TIMP-I proteinlerinin karaciger dokusundaki ana
kaynaklardir (15). Ekstraselluler matriks yikimindan sorumlu olan katalitik protein grubu
matriks metalloproteinazlardir (MMP grubu); MMP’leri inhibe eden protein grubu ise
metalloproteinazlarin doku inhibitorleridir (TIMP) (16). MMP-1 ve MMP-13 kollajen tip
I’in, MMP-2 ve MMP-9 ise kollajen tip IV’lin birikimini engelleyen proteinazlardir (17).

Karaciger fibrozunun olusum strecinde, ESM proteinleri SEH’lerinin ve hepatositlerin
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arasinda birikir ve Kuppfer hicrelerinin aktif hale gelmesiyle inflamasyon yanitinin olusur.
Son olarak hepatositlerin apoptoza gitmesi ile SEH’lerindeki saglikli kan akisi engellenir
(Sekil 1)(18). Bu sekilde ilerleyen yaygin karaciger fibrozu durdurulmazsa siroza, ardindan
hepatoselliiler karsinoma ve takiben organ iflasina kadar ilerleyebilir (10). Karaciger fibrozu
ve takip eden siroz olusumunda hasta serumlarinda ¢inko eksikligi oldugu bilinmektedir
(17). Kronik karaciger hastaliklarinda serum ve hepatik ¢inko yogunlugu diismektedir
(20,21). Yapilan in vivo ve in vitro c¢alismalarla ¢inko takviyesinin karaciger fibrozu

tizerinde iyilestirici etkisinin bulundugu gosterilmistir (18).

Siroz, saglikli karaciger lobiillerinin yerini fibrotik doku ile ayrilmis anormal yumrucuklarin
almast seklinde tanimlanmaktadir. Siroz tanisi karaciger fibrozunun son evresinde
konulabilmektedir (23). Diisiik hepatosit sayis1 ve karaciger fibrozunda oldugunda ¢ok daha
yogun ESM birikimi sirotik karacigerin karakteristik 6zellikleridir. Siroz tedavisinde en sik
kullanilan yontem karaciger naklidir ancak ameliyatin zor olmasi ve uygun doku
bulunmasinin zorlugu yeni terapotik tedavilerin hiicresel boyutta gelistirilmesi i¢in yapilan
calismalarin yogunlagsmasina sebep olmustur. Hiicresel boyutta tedavilerin odak noktasi

hepatosit sayisini arttirmaya ve ESM miktarin1 dengelemeye yoneliktir (24).

fleri seviyede siroz, kronik hepatit B ve C enfeksiyonu, aflatoksin B1 maruziyeti ve yogun
alkol tuketimi hepatoselluler karsinoma (HCC) gelisimini etkileyen temel faktorlerdir. Her
bir faktoriin farkli hepatoselliiler karsinogenez yolagi vardir. Karaciger kanserinin
karakteristik O6zellikleri hiicre yasam dongiisiinlin diizenleyen p53, pl6, siklin D1 veya
retinoblastoma gibi kilit genlerde mutasyon veya genetik degisiklik meydana gelmesi,
vaskiiler endotelyal biliylime faktoriiniin ifadesinin artmasia bagli olarak anjiyojenezin
yogunlagmasi, antiapoptotik sinyallerin artmasi seklinde siralanabilir (25). Kanser kok
hiicreleri ve epigenetik yeniden programlanmanin da HCC karsinogenezinde etkin oldugu
bilinmektedir (26). Karaciger kanser kok hicrelerinin tanimlanmasi igin bazi belirteglerin
pozitiflikleri degerlendirilebilir: CD133 pozitifligi, hepatik progenitdr belirteci OV6
pozitifligi, EpCAM ve alfafetaproteinin ¢ift pozitifligi, CD90 ve CD45 ¢ift pozitifligi (27—
29).

HCC ve cinkonun iliskisi iizerinde yapilmis farkli popiilasyonlardaki ¢aligmalarda HCC

dokusundaki ¢inko miktarinin saglikli karaciger dokusuna kiyasla yaklasik %55-75 oraninda



az oldugu gosterilmistir (30—33). HCC dokusundaki ¢inko diigiikliigiinii beraberinde Zipl14
cinko kanal proteinin de ifadesinde diisiis oldugu gosterilmistir, hatta bu durumun HCC
dokusunun molekiiler belirteci olarak degerlendirilebilecegi One siirtilmistir (34).
Fizyolojik kosullarda ¢inko hiicreler icin sitotoksik 6zellikte degildir ancak ¢inkonun olagan
hiicresel dagilimi, artis1 veya azalisi, degisirse sitotoksik ve patofizyolojik sonuglar
dogurabilir. Bu durum malin hiicreler i¢in de gecerlidir fakat saglikl bir hiicrenin isleyisi ile
malin bir hiicrenin isleyisi ayni olmadig1 gibi yasamsal fonksiyonlari i¢in gerekli olan ¢inko
miktar1 da aymi degildir (35,36). Hiicre igi fizyolojik yogunlukta bulunan ¢inko kanser
hiicrelerinde boliinmenin durmasina ve hiicrenin apoptoza gitmesine sebep oldugu
gosterilmigtir. Malin karakter kazandiran invazyon ve migrasyon yetilerini de ortadan
kaldiran ¢inko malin kanser hiicrelerin de kanser baskilayici olarak degerlendirilebilir
(37,38). Cinkonun kanser baskilayici etkisini ortadan kaldirmaya yonelik evrimlesen malin
kanser hiicreleri, hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonu fizyolojik seviyenin altina indirmeyi
saglayan mekanizmalarla ¢inkoyu kendisi i¢in sitotoksik olmayan seviyelerde tutmaktadir.
Bu durumda bizim agimizdan degerlendirildiginde HCC hiicrelerinde ¢inko eksikligi oldugu
yonundedir. Cinko kanal proteinlerinin ifade seviyelerinin diizenlenmesi ile hiicre i¢i ¢inko
birikimi HCC hiicrelerinde azalmaktadir ve bu diizenleme kanserin ilk evrelerinden itibaren

gerceklesmektedir (39).
2.1.2. CINKO ve CINKO HOMEOSTAZISi

Insan viicudunda demirden sonra en ¢ok bulunan ikinci eser element ¢inkodur ve eriskin bir
insanin viicudunda yaklasik 2 gr, plazmasinda 12-16 pM Zn*2 bulunmaktadir. Cinkonun en
yogun bulundugu doku, %60’lik oranla iskelet kas dokusudur, %30’1a kemikler ve %5 ile
karaciger takip eder (40). Hucre ici temel fonksiyonlarda ve hiicreden hiicreye degisiklik
gosteren bazi tepkimelerde kofaktor olarak kullanildig:r bilinmektedir, transkripsiyon
faktorleri ve enzimler ¢inkonun baglanmasiyla aktif hale gelen protein gruplarindandir.
Cinko igeren 300°den fazla enzim tespit edilmistir ve ¢inko eksikligi bircok temel biyolojik
reaksiyonu sekteye ugratmaktadir. Bagisiklik, tat alma, kemik gelisimi ve biiylimesi, protein
sentezi ve gen ekspresyonu sekteye ugrayan reaksiyonlardan bazilaridir (41,42). Hucre
boltinmesi, buytimesi ve farklilasmasi gibi ¢cok temel olayda yapisal ve katalizor olarak rol
alan ¢inko, enzimler, tasiyic1 kanal proteinleri, transkripsiyon faktorleri ve reseptorlere

baglanarak islevsellik kazanir (43,44). Gidalarla alinan ¢inko bagirsaktaki epitel hucreler



tarafindan emilir. Emilen ¢inko ¢ogunlukla albiimine ve makro globuline bagl sekilde kanda

tasinir boylece viicudun tiim dokularina ulastirilir (45).

Hiicre igerisine alinan ¢inkonun dagilimi yarisi sitoplazmada kalacak sekilde 9%40’lik oranin
cekirdege alinmasi ve %10’un hiicre zarina baglanmasi seklinde gerceklesir (46). Yapilan
biyoinformatik aragtirmalar ¢inkonun hiicre igerisindeki proteinleri %15’ine baglh
bulundugu gosterilmistir (14). Hiicre igerisinde ¢inko homeostasizini saglanmasi hiicre zari
tizerinde ve organeller iizerinde bulunan ¢inko tasiyici kanallar aracilifiyla saglanmaktadir.
Bunun yani sira ¢inko, ¢inko parmak motifi bulunduran proteinlere karsi yiiksek baglanma
afinitesine sahiptir; bu durum da hiicre serbest ¢inko seviyesinin dengelenmesinde roli
blyuktdr (15).
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Sekil 2.3 Memeli hiicresinde Zn?* tasiyici kanal proteinlerinin ve metallotiyonin
proteinlerinin yerlerinin gdsterimi. Sitoplazmadaki Zn?"’u arttiran Zip proteinleri
kahverengi, sitoplazmadaki Zn?**u azaltan ZnT proteinleri yesil renk ile gosterilmistir

2.2. ZRT, IRT-BENZERIi PROTEINLER (ZiP), CINKO TASIYICI
PROTEINLER (ZNT) VE METALLOTIYONIN PROTEINLERI (MT)

Hiicresel ¢inko homeostazisinin saglanmasinda ana rol oynayan proteinler Zn?* tastyici
kanal proteinleri ve Zn?* baglayici metallotiyonin (MT) proteinleridir. Cinko tastyici

proteinlerin tamaminin transmembran yani hiicre veya organel zari iizerine yerlesmesini



saglayan bolgeleri bulunmaktadir. Iki farkli ¢6ziinen madde tasiyici gen ailesi tarafindan
kodlanan protein aileleri su sekildedir: Zrt, Irt-benzeri (Zip, ¢6zlinen madde tastyici aile
39A) ve ¢inko tastyici proteinler (ZnT, SLC30A). Insanlarda sitoplazmadaki ¢inko miktarmi
arttiran 14 Zip proteini, azaltan 10 adet ZnT tasiyict proteini tanimlanmustir (44,49). Zip
proteinleri sitoplazmadaki ¢inko yogunlugunu ya hiicre zar1 iizerindeki Zip6, Zip8, Zip10 ve
Zipl14 ile hiicre disindan hiicre igine alarak ya da hiicre i¢i kompartimanlarin Gzerinde
bulunan Zip13 ve Zip7 ile organallerde depolanan ¢inkoyu sitoplazmaya tastyarak arttirirlar.
ZnT proteinleri ise hiicre zarinda bulunan ZnT]1 ile sitoplazmadaki ¢inkoyu disar1 ¢ikartarak
ve organellerin Uzerinde bulunan ZnT1, ZnT2, ZnT3, ZnT4, ZnT5, ZnT6, ZnT7 ve ZnT8 ile
sitoplazmadaki ¢inkoyu hiicre i¢i kompartimanlara depolayarak hiicre i¢i ¢inko

homeostazisini saglamada rol alirlar (Sekil 3.3) (49,50).
2.2.1. METALLOTiYONIN PROTEINLERI (MT)

MT proteinleri ilk karakterize edildiklerinde metal iyonu igeren proteinler olarak
tanimlanmuslardir. Esas gorevleri hiicre icinde bulunan Zn?* gibi metal iyonlarin1 baglayarak
hiicre i¢i metal iyonu yogunlugunu belirli bir seviyede tutmaktir. Mitokondri ve
endoplazmik retikulumun ¢inko depoladigi bilinse de MT proteinleri Zn*? iyonlarini
baglayarak hiicre icerisindeki en biiyiik ¢inko deposu gdrevini yaparlar. Hiicre i¢i Zn?*
yogunlugu olmasi gerekenden diisiikse MT proteinleri proteolize ugrarlar. Proteolize olan
MT’lerde depolanan Zn?* iyonlar1 serbest hale gelir béylece hiicre ici Zn?* seviyesi istenen
seviyeye gelmis olur (51). Stres ortaminda bulunmayan hiicrelerde bazal seviyede MT
proteinleri bulunur ve ¢inko yiiklii durumdadirlar (52). Depolara alinan ¢inkonun yeniden
serbest hale gelmesi oksidatif stres ve Ca* gibi baska iyonlarin yogunluk degisimi gibi
sebeplerden dolay1 gerekmektedir (53-55). insanlarda MT proteinleri 4 ana gruba ayrilirlar
ve toplam 11 islevsel izoform olarak bulunurlar. Sekiz adet MT-1 geni (MT1-
AB.EF,G,H,M,X), tek kopya olarak da MT-2 (MT-2A), MT-3 ve MT-4 genleri vardir (51).
MT-3 yogunlukla beyin dokusunda sentezlenirken MT-4 bazi epitel dokularda yogunluk
gostermektedir (56). MT-1 ve MT-2 proteinleri ise genellikle ¢inko metabolizmasi iizerine

yapilan ¢alismalarda incelenmektedir (57).

MT proteinleri depo gorevlerinin yani sira, Zn?" ‘ya diisiik afinite ile baglandiklarindan

dolay1 ¢inko tamponu olarak da islev gostermektedir. Zn?* yogunlugunun gerektiginden



diisiik oldugu ortamlarda ¢inko baglayici diger enzim ve proteinlere Zn?* saglarlar (58).
Koenzimleri baglanmadan aktif hale gelemeyen apoenzimler buna iligskiye verilen en
spesifik protein grubudur. Bir adet MT proteini 7 adet Zn?* (Zn7-MT) baglayarak satiire hale
gelir. Yapilan bir calismada Zn7-MT ve Zne-MT proteinleri hiicre ici primer Zn?* dondrleri
olarak gdrev almaktadirlar (59). Bunun tersi de gecerlidir, apoenzimlere Zn?* vermis MT
proteinlerinin ¢inko parmak motifli transkripsiyon faktoru Spl ve transkripsiyon faktor
III’ten Zn?' iyonlarm kendi iizerine alarak iki proteinin de DNA’ya baglanmalarmi
engelledigi 1991 yillinda yapilan iki ¢alismada gosterilmistir (60,61). Yani MT proteinleri
c¢inko baglayan proteinlerin saperonu olarak da islev gormektedir. MT-1 ve MT-2 proteinleri
¢inko metabolizmasi ¢alisilirken ¢ogunlukla birlikte degerlendirilen iki protein olmalarina
ragmen kendilerine 6zgii spesifik fonksiyonlarinin oldugu yapilan son ¢alismalarda ortaya
cikmustir. Ornegin satiire durumdayken MT-2 daha kararli yapidadir, MT-1 ayn1 durumda
daha ¢abuk yikima ugramaktadir (62).

Cizelge 2.1 Zip ve ZnT proteinlerinin yerlesim bolgeleri

Lokasyon Tagiyici Protein

Hiicre Zan 7iP1,2,3,4,5 6,8,10,14 ve ZnT1
insilin grantilleri ZnT5 ve ZnT8&

Golgi cisimcigi zari ZiP13, ZnT5, 6 ve?

Endozom ZnT4

Lizozom InT2

Sinaptik vezikil ZnT3

Endoplazmik retikulum Zip7 ve ZnT1

2.2.2. ZRT, IRT-BENZERI PROTEINLER (ZiP)

SLC39 tastyici proteinleri, metal iyon tasiyici protein ailesinin (ZIP gen ailesi) liyeleridir
(63,64). Bu gen ailesine iiye, farkli filogenetik seviyelerde, bilenen en az 86 gen vardir (65).
Iki alt aileden olusmaktadir: ilki ¢ogunlukla bitkilerde ve mantarlarda bulunmaktadir,

ikincisi ise memelilerde ve boceklerde bulunan genlerden olusmaktadir (63). Zip



proteinlerinin gogunda ekstraselliiler veya intravezikiler amino ucu ve karboksi ucu bulunan

sekiz adet transmembran bolgesi bulundugu diisiiniilmektedir (66).

Zipl (SLC39A1), Zip2 (SLC39A2) ve Zip3 (SLC39A3) hiicre zar1 iizerinde lokalize olan
Zip proteinlerindendirler. Hiicre icine ekstraselliiler ortamdan Zn?* alirlar. Yapilan hayvan
deneylerinde Zipl geni diisiiriilmiis farelerde herhangi bir fenotip degisikligi olmamasina
ragmen hamile farelere ¢inkosu eksik diyet uygulandiginda embriyolarin yasam oranlari
etkilenmistir (67). Bu durum hiicre zarinda bulunan diger Zip proteinlerinin islevselliginin
Zip1 olmasa da devam ettigini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada Zn?* selatorii TPEN
ile muamele géren monontiklear periferik kan hucreleri ve THP-1 monositik huicrelerde Zip2
mRNA ifadesinin arttif1 gosterilmistir; bahsi gegen Zip proteinlerinin ifade seviyesinin
diizenlenmesi hiicre disi/igi ¢inko seviyesinden etkilenmektedir (68). Zip4 (SLC39A4) de
hiicre zar1 iizerinde lokalize olmustur ve viicutta Zn?" emiliminin oldugu ince bagirsak, mide
ve kolon gibi dokularda ifade seviyesi oldukca ylksektir (69). Zip5 (SLC39A5) homolojisi
acisindan Zip4’e oldukca benzerdir. ifadesinin yiiksek oldugu dokular Zip4 ile aynidir ondan
farkl1 olarak karaciger ve bobrekte de ifade edilmektedir. Ancak Zip5, Zip4’iin aksine Zn?*
yogunlugu fazla oldugu ortamlarda ayni hiicre tiplerinin basolateral bdlgesinde lokalize
durumdadir (70). Zip6 (SLC39A6), Zip protein ailesinin alt ailesi olan LIV-1 gen ailesinin
bir iiyesidir, hiicre zar1 {izerinde bulunmaktadir. Ifadesinin strojen uygulamasimin ardindan
MCF-7 ve ZR-75 meme kanseri hatlarinda arttig1 gosterilmistir (71). Steroid hormonlara
duyarli olan dokularda, plasenta, meme bezi ve prostat gibi, ifade seviyesi fazladir. Meme
kanserinin yani sira yapilan ¢alismalarda Hela hiicre hattinda ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda da ifadesinin fazla oldugu gosterilmistir (66). Zip7 (SLC39A7), hem golgi
aygitinin hem de g¢ekirdek zarmin iizerinde bulunan bir ¢inko kanal proteinidir. Zip8
(SLC39A8), hiicre zar iizerinde bulunan ¢inko kanal proteinlerindendir. Bobrek, akciger,
karaciger, ince bagirsak, beyin ve kirmizi kan hiicrelerinin zarlarinda bulundugu
gosterilmistir (49). Zip14 (SLC39A14), aminoasit dizilimi a¢isindan Zip8’e benzer motifler
icermektedir ve hiicre zar1 lizerinde bulunmaktadir. Zip14’in diger ¢inko tasiyict kanal
proteinlerden en temel farki inflamasyona cevap olarak ifadesinin diizenlenmesidir.
Hipoferremi ve hipozinkemi inflamasyonun akut evresinde goriilen sonuglardir (72).
Farelerle yapilan bir ¢alismada hepatositlerin hiicre zarinda bulunan Zip14’iin fonksiyonel

olarak proinflamatuar sitokin IL-6’e bagli oldugu gosterilmistir (73).
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2.2.3. CINKO TASIYICI PROTEINLER (SLC30 AILESI, ZNT)

SLC30 gen ailesinin, tim filogenetik seviyelerde, 100’1 askin iiyesi vardir, kendi iginde ii¢
alt aileye ayrilir: alt aile I cogunlukla prokaryotik canlilarda ifade edilirlerken, alt aile II ve

I1I 6karyotik ve prokaryotik canlilarda ayni oranda ifade edilirler (74).

ZnT1 (Slc30al) ilk karakterize edilen ¢inko tastyict proteindir (75). ZnT1 transkript ifadesi
¢inko aliminin, doniisiimiiniin ve gegisinin yogun oldugu villus hiucrelerinde, plasentada ve
renal tiibiiler epitel hiicrelerde daha fazladir (76). ZnT1’in hiicredeki lokaslizasyonu hiicre
membrani tizerindedir. Znt1’in dokular arasinda degisen ifade farkliligindan kaynakli olarak
cinko takviyesine veya ¢inko eksikligine verdigi yanit netlestirilmemistir. insan hepatoma
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada Zntl’in mRNA seviyesinin arttigi gosterilmistir (77).
Hiicre zarindan gegebilen cinko selatorii TPEN uygulandigi zamansa, hiicre i¢i serbest ¢inko
yogunlugunun azalmasina bagli olarak Zntl mRNA ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (74).
Znt2 (Slc30A2) geg gebelik doneminde ve erken sut salgilanmasi doneminde maternal ve
fetal dokularda ifadesi yuksektir (76). Znt2’nin ¢inko homeostazisindeki rolii tamamen
aydinlatilamamigsa da meme bezinde ifadesinin fazla olmasi anne sitindeki ¢inko
miktarmin ayarlanmasinda etkin oldugunun diistiniillmesine sebep olmaktadir (49). Znt3
(S1c30A3)’un toplam 6 tane zar {lizerinde bulunan bolgesi ve Znt2 ile %52’1ik bir amino asit
dizisi benzerligi vardir. Znt3 mRNA’sinin farelerde en yogun olarak hipokampiis ve beyin
korteksinde bulundugu gosterilmistir. Memeli beyninde bulunan ¢inkonun %5-15°1 sinaptik
vezikillerde yogunlasmistir. Znt3 sinaptik vezikullere ¢inko alimini saglamaktadir ve
sinaptik vezikillerin membranlarinda yogunlukla bulundugu gosterilmistir (78,79). Znt4
(SIc30A4) de Znt2 gibi meme bezlerinde yogun bulunmaktadir. Farelerde yapilan bir
caligmada SIc30A4 kodlayan gende meydana gelen mutasyonun c¢inko icerigi eksik sut
uretimine sebep oldugu gosterilmistir. Ancak anne situniin ¢inko yogunlugunun
saglanmasinda tek sorumlu tasiyici kanal Znt4 olmadig: igin postnatal ¢inko eksikligi Znt4
mutasyonuyla ag¢iklanamamaktadir (80). Znt4 meme bezinin yani sira fare beyninde ve
sindirim sistemi epitellerinde de yogun olarak ifade edilmektedir (74). Hiicre i¢inde ise golgi

zarinin (zerinde bulunmaktadir (81).

Znt5 (SIc30AS5)’in tim insan dokularinda ifadesi bulunmaktadir ancak en ¢ok, insan

vicudunda en yogun ¢inko bulunduran hiicreler olan, insulin igeren beta hiicrelerinde ifade
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edilmektedir (82). Znt6 (SIc30A6) mMRNA’s1 karaciger, beyin ve bobreklerde saptanmigsa
da protein diizeyinde yalnizca beyin ve akcigerde saptanabilmistir (83). Znt7 (SIC30A7) fare
dokularindan Kkaraciger ve sindirim epitellerinde daha yogun olmak Uzere, beyin, akciger,
bobrek, kalp, dalakta ifade edilmektedir. Znt7 hiicre igerisinde golgi aygit1 iizerinde ve
sitozolik vezikiiller {izerinde lokalize olmaktadir. Yapilan ¢alismalar gdostermistir ki Znt7
kanal proteini sitoplazmadaki serbest ¢inkonun golgi aygitina depolanmasinda rol
almaktadir (84). Znt8 (SIc30A8) pankreasta bulunan Langerhans adaciklarina 6zel ¢inko
tastyict kanal olarak 2004’te tanimlanmistir (85). Insiilin Ureten beta hicrelerinin
Langerhans adaciklarinda bulunmaktadir. Uretilen instlinin hiicre disina salgilanmasi
sirasinda salgt vezikillerinde bir insilin hekzamerine bagli iki Zn+2 iyonu seklinde
depolanmaktadir. 2007 yilinda tip Il diyabet ile Znt8 iliskilendirilmistir; SIC30A8 geninde
meydana gelen nokta mutasyonunun insilin salgisin1 azalttigi gosterilmistir (86). Znt9
(SIc30A9) kanal proteini ilk olarak insan embriyonik akciger hiicrelerinden izole edilmistir
(87). Serebellum, timiis, bobrek ve iskelet kaslarinda ifadesi yiiksekti. Proteinin alti adet
transmembran bolgesi oldugu tahmin edilse de hicresel herhangi bir zar ile
iligkilendirilememisti. Sitoplazmada bulunmaktadir ve yapilan caligsmalarda endoplazmik
retikulum(ER) ile iligkilendirilebilecegini gostermistir ancak golgi aygiti veya endozomal
yapilarla herhangi bir kolokalizasyon gosterilmemistir (88). Znt10 (SIc30A10) ilk
karakterize edildiginde yalnizca fetal beyin ve fetal karaciger dokularinda ifade edildigi
gosterilmisti. Bu sebeple fetal gelisimde ¢inko homeostazisinin saglanmasinda kilit rolde
oldugu distinilmekteydi (89). Ancak yakin zamanda yapilan ¢alismalar gdstermistir ki
Znt10 ifadesi yalnizca fetal dokularla sinirli degildir; ayn1 zamanda ince bagirsak, karaciger
ve beyinde ifadesi bulunmaktadir. ifadesinin en yiiksek oldugu doku beyin dokusudur.
Norodejeneratif hastaliklarin gelismesindeki ¢inko eksikliginin rolii diistiniildiigiinde Znt10

tastyici proteinin bu tip hastaliklar iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir (90).

2.3. METAL-YANITLAYICI TRANSKRIPSIYON FAKTORU (MTF-1)

Metal-yanitlayici transkripsiyon faktorii veya metal-diizenleyici transkripsiyon faktori-1
hiicrenin farkli stres kosullarina adaptasyonunu diizenleyen transkripsiyonel diizenleyici bir
proteindir. Hicrelerin agir metale maruz kalmasi, hipoksi ve oksidatif stres MTF-1’in
fonksiyon gosterdigi stres kosullaridir, esas fonksiyonu MT genlerinin aktif hale

getirilmesidir (sekil 2.3) (91). MTF-1’in fonksiyon gosterebilmesi icin ilgili genin
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promotorunda bulunan metal-yanit dizisine (MRE dizisi) baglanmasi gerekmektedir. Cogu
MT geninin promotor ve gugclendirici bolgesinde metal-yanit dizisi (MRE dizisi) yer
almaktadir (91). MRE dizisi TGCRCNC (r= herhangi bir piirin bazi, n= herhangi bir piirin
ya da primidin bazi1) seklindedir ve boceklerden memelilere olduk¢a korunmus bir uzlasma
dizisidir (93). Fizyolojik kosullarda MTF-1 geni sitoplazmada durgun olarak bulunmaktadir,
fakat hucrenin agir metale maruz kalmasi veya oksidatif stres olusumu gibi stres
faktorlerinin varliginda aktif hale gecerek hiicre ¢ekirdegine gecis yapar. Cekirdege gecis
yapan MTF-1 transkripsiyon faktort stres durumunda ifadesinin diizenlenmesi gereken
genlerin promotorlarinda bulunan MRE dizisine baglanarak islev gosterir (93,94). MTF-1"in
aktif duruma ge¢mesi icin hiicre i¢i agir metal yogunlugunun belirli bir seviyeye ulagmast
yeterlidir ancak MTF-1’in gerekli afinitede DNA’ya baglanabilmesi i¢in hiicre igerisindeki
¢inko iyon yogunlugunun belirli bir seviyenin lizerine ¢ikmasi gerekmektedir (95,96). Cinko
MTF-1’in transkripsiyon faktorii olarak islevsellik kazanmasi agisindan onemlidir ¢ilinki
MTF-1 bagka agir metaller aracilifiyla aktive olsa bile yeterli zn2+ olmadig: stirece MRE

dizisine baglanamaz.

2.4. EPIGENETIK DUZENLEMELER VE HISTON DEASETILAZLAR

Conrad Waddington 1942 yilinda DNA dizisi lizerinde meydana gelen, fenotipi etkilerken
genotipte degisiklige sebep olmayan modifikasyonlar igin "epigenetik" terimini kullanmustir.
Daha genis agiklamasiyla epigenetik, mitoz/mayoz boliinme yoluyla kalitilabilen ancak
DNA dizisini degistirmeden yalmizca gen fonksiyonunu etkileyen degisiklikler olarak
tanimlanabilir. Hiicresel DNA ¢ekirdek igerisinde histon proteinleri etrafina sarili bigimde
paketlenmis durumdadir. DNA ve sarilt oldugu histon proteinlerinden olusan yapiya
kromatin adi1 verilmektedir. Epigenetik degisikliklerde genetik bilginin fizyolojik formu
olarak nitelendirilen kromatin yapis1 degismektedir ve kromatin yapisinda meydana gelen
bu degisiklikler araciligiyla genlerin ifadesi kontrol edilmektedir. (92). Kromatin yapisinin
DNA iizerinde yogunlastigi bolgelerde bulunan genlerin ifadesi azalmakta ya da
kaybedilmekteyken, seyreklestigi bolgelerde tam tersi bir durum go6zlemlenmektedir.
Kromatin yapisinin bdlgesel olarak yogunlagsmasi ve/veya seyreklesmesi epigenetik
modifikasyonlar ile saglanmaktadir. Histonlar molekiiler agirliklar1 kii¢iik proteinlerdir ve
igerdikleri arginin ile lizine gore isimlendirilmislerdir. Ana histon proteinleri H2A, H2B, H3

ve H4; ara/baglayici histon proteinleri ise H1-H5 histonlaridir. Ana histon proteinleri
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uzerinde meydana gelen metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon ve ubikutinasyon gibi amino
asitler lizerinde meydana gelen degisiklikler ile kromatin yapist degismektedir (93,94).
Histonlarin hangi amino asiti iizerinde ne tip bir degisiklik meydana geldiyse histon
modifikasyonu ona gére isimlendirilir. Ornegin, H4K 12Ac modifikasyonu, dordiincii histon
proteininin on ikinci lizininin asetillendigini gostermektedir. Histonlar iizerinde meydana
gelen bu degisikliklerden sorumlu enzimler karakterize edilmistir. Bahsi gegen
modifikasyonlar geri doniigiimlii olduklar1 i¢in hiicresel gen ifadeleri farklilik
gosterebilmektedir, boylelikle farkli hiicre tipleri olusabilmektedir. Ancak bu enzimlerin
aktivitelerini etkileyen baska diizenleyici proteinlerin oldugu tahmin edilse de bir kismi hala
acikliga kavusmamustir (95,96). Histon asetil transferazlar (HAT) histonlara asetil gruplari
eklerken, histon deasetilazlar (HDAC) asetil gruplarini ¢ikartmaktadir. Histonlarin
asetilasyonu gen ifadelerinin kontrol edilmesinde énemli rol oynayan, geri donddrdlebilir
bir epigenetik modifikasyondur. Histon asetilasyonunun kontroli HAT ve HDAC
proteinlerinin tersinir ¢alismalariyla saglanir. HAT proteinleri histonlara asetil gruplar
ekleyerek kromatin yapisini gevsetip transkripsiyona agik hale getirirken HDAC proteinleri
asetil gruplarini kaldirarak kromatin yapisini kapatmaktadir. HAT ve HDAC proteinlerinin
spesifik DNA dizilerine baglanabilen proteinlere birlikte ¢alismasi, bu proteinlerin spesifik
genleri acip kapatmasini saglamaktadir. HDAC4, HDAC3 N-CoR baskilayict protein
kompleksini olusturduktan sonra deasetilaz 6zelligi aktif hale gelmektedir (97). HDAC4’iin
HDAC3 ile fonksiyonel bir baskilayici kompleks olusturabilmesi i¢in ¢inko baglayict
bolgesinin translasyon sonrasi diizgiin katlanmis olmasi gerekmektedir, yani ¢inko baglayici
bolgesi baskilayict aktivitesi igin son derece 6nemlidir (98). HDAC4 de bir protein oldugu
i¢in post translasyonel modifikasyonlara ugramaktadir. Yapilan ¢alismalar gdstermistir ki
HDAC4’1in fosforile olmasinin ardindan ¢ekirdekten sitoplazmaya geg¢isi gerceklesmektedir
(99). Defosforilasyonu ise c¢ekirdege donmesini saglamaktadir. Protein fosfataz 2A
(PPP2A)’nin HDAC4’1i defosforile ettigi ve ¢ekirdekte birikimine sebep oldugu
bilinmektedir (100).
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez ¢aligmasimin amact hiicre i¢i eser element olan ¢inkonun ve ¢inko kanallarinin
karaciger fibrozu gelisiminde etki mekanizmasinin arastirilmasidir. Yapilan ¢alismalar ile
fibroz olusumunda 6nemli rol oynayan HSC hicrelerinde meydana gelen genetik ve
epigenetik degisikliklerin ¢inko ile iliskisi ve bunun mekanizmasi arastirilmistir. Bu
dogrultuda, ¢inkonun fibroz olusumunda etki mekanizmasimin anlasilmas: ile halk
sagliginda yaygin gorulen, fibroz ile baslayip karaciger yetmezligi ile sonuglanan karaciger
hastaliklarinin  tedavisinde etkili olabilecek 6nemli bulgular elde edilebilmesi

hedeflenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Kullanilan  baslica  kimyasallardan  baslicalari;  Tris-Base  tampon  maddesi
(NH2C(CH20H)3, molekiiler agirik 121.14) Tris-HCI (10 mM) tampon maddesi,
kloroform (CHCIs, Molekiil agirligi 119.38), metanol (Invitrogen LifeTechnologies, CH4O),
etanol (Invitrogen LifeTechnologies, C2HsO), Etidyum bromur solusyonu (EtBr, 10 ml -10
mg/ml-, Invitrogen, Cat. No. 15585, Lot. No. 0912M05351)

Kitler Promega (ABD), New England Biolabs (ABD), Cell Signaling Technology (ABD),
Thermo Fischer (ABD), Invitrogen (ABD)’den temin edilmistir. Genel laboratuvar
kimyasallari, Sigma Chemical Co. (St. Louis, ABD), Merck (Darmstadt, Almanya) ve
AppliChem (Darmstadt, Almanya) irtinleri kullanilmistur.

Kullanilan standart soliisyonlarin tarifleri Ek-1’de listelenmistir.

4.2. YONTEM
4.2.1. HUCRE KULTURU

Bu ¢alismada kullanilan hiicre hatlari: insan HCC hiicre hattt HEP40 ve insan karaciger
stellat hiicre hatt1 LX2. HEP40 hiicre hattt %10 FBS ve %1 penisilin/streptavidin ile
tamamlanan DMEM diisiik glikozlu besi yerinde kiiltiir edilmislerdir. LX2 hiicre hatt1 ise
DMEM yiksek glikozlu besi vyerinin (Gibco, 11965092) %10 FBS ve %1
penisilin/streptavidin ile tamamlanmasiyla hazirlanan besi yerinde kiiltiir edilmistir (Cizelge
4.1). Hiicreler 37°C sicaklikta ve %5 CO2 bulunan ortamda inkiibe edilmislerdir. Besi yeri
her {i¢ glinde bir degistirilmistir. Hiicrelerin dondurularak saklanmasi1 1200 RPM’de 5 dk
santrifiijiin ardindan 1mL kendi besi yerlerine eklenen %1 DMSO ile ¢ozdiiriildiikten sonra

krayo tlplerde bir gece -80°C’de bekletildikten sonra siv1 nitrojene alinarak yapilmustir.
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Cizelge 4.1 Hiicre hatlarinin idamesi i¢in kullanilan besi yerleri

Kullanilan ortam

Hiicre hatti Hiicre ach Ortam igerigi
numaralarn
Karaciger Satellit DMEM +%10FBS
Gibco, 11965092
Hiicresi +Penisilin/Streptomisin
Hepatoselltiler DMEM +%10FBS
Hepd0 Gibco, 11885084
Karsinoma Hiicresi +Penisilin/Streptomisin

4.2.2. LX2 ve HEP40 HUCRE HATLARINA TPEN, ZNPT VE ZNCL:2 iCiN MTT
TESTI

LX2 ve Hep40 hiicre hatlar ¢izelge 4.1°de belirtilen sekilde muamele edilecek kimyasala
gore gruplandirilmistir. Cinko selatorii olarak N, N, N’, N-Tetrakis (2-piridilmetil)
etilendiamin (TPEN); cinkoyu hiicre icine sokmak ic¢in iyonofor olarak ZnPyrithione
(ZnPT); yalnizca ¢inko iyonu kaynagi olarak ZnCl, kullanilmistir. Kullanilan bu maddelerin
hicreler icin en uygun dozlari degisen miktarda TPEN, ZnPT ve ZnCl, ile muameleden
sonra yapilan MTT testi ile belirlenmistir ve tim deneyler bu yogunluklarin tespitinden

sonra yapilmistir.

MTT testinde Merck, Chemicon, MTT Reagent A kullanilmigtir. 96 kuyucuklu hiicre
tabakalarinda, her bir kuyucuguna yaklasik 10.000 hiicre ekilerek, her bir hiicre hatt1 i¢in 4
adet tabaka ile test baglatildi. Her bir kosul i¢in (i¢ tekrar kuyucuklar hazirlandi. Konulan her
bir yogunluk grubu i¢in hiicresiz kuyucuklar igine yalnizca kullanilan hiicresinin besi yeri
ve ilgili kimyasal konularak test edildi.

Cizelge 4.2 Kullanilan hiicre hatlar1 ve deney gruplari

Hiicre Hatlan TPEN InPT InCl12
Hep40 + i ]
_ 4 _
LX2
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4.2.3. TOTAL RNA iZOLASYONU

Total RNA izolasyonu i¢in hiicreler 6 kuyucuklu hiicre tabakalara ekilerek en az %80
konfluent olmalar1 beklendi. Yeterli oranda konfluent olan hiicreler 37°C’DE 3 dk
tripsinlenerek (TrypLE™ Select Enzyme (1X), fenol kirmizisi icermeyen, 12563029)
kaldirildiktan sonra tripsin hiicre hattina uygun olarak ilgili besi yerinin eklenmesiyle
inaktive edilmistir. Ardindan 1200 RPM’de 5 dk santrifijj ile pellet haline getirilmis ardindan
1X PBS ile ¢ozdiiriildiikten sonra ayn1 kosullarda yeniden pellet haline getirilmistir. RNA
izolasyonunda NucleoSpin Il kiti (MACHEREY-NAGEL, #740955,50, GERMANY) kendi
protokolii izlenerek kullanilmistir. Elde edilen RNA 6rneklerinin yogunluklar: ve OD260 ile
OD280 degerleri Epoch (Epoch Microplate Spektrophotometer, Biotek, ABD) ile
Olciilmiistiir. Ardindan RNA denatiire edici jelde RNA orneklerine jel elektroforezi yapilarak

orneklerde degredasyon olup olmadigina ve DNA kontaminasyonu varligi kontrol edilmistir.
4.2.4. CDNA SENTEZI

Hicrelerden izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi ProtoScript First Strand cDNA
sentez kiti (New England Biolabs, ABD) ile yapildi. Her 6rnek igin 1pug RNA kullanildi ve
total reaksiyon 20uL igerisinde tamamlandi. Oncelikle 1ug RNA 6rnegine 2uL OligoDT
eklendikten sonra Uzeri toplam 8uL sekilde niikleazsiz su ile tamamlandi. Bu karigim
icerisinde RNA 70C’de 5 dk denatiire edildi. Her bir reaksiyona 2ul. M-MuLV enzim
karisimi ve 10uL M-MuLV reaksiyon karisimi eklendikten sonra 1 saat 42C’de cDNA
sentez tepkimesi gergeklestirildi. Ardindan 80C’de 5 dk tutularak enzim inaktivasyonu

gergeklestirildi.
4.2.5. TERS TRANSKRIPTAZ-POLIMERAZ ZiINCIR REAKSIYONU (RT-PZR)

Kullanilan primerler cevrimici primer dizayn araglarindan Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) ve NCBI primer BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilarak dizayn edildi. Kullanilan

primerler tablo 4.2°de listelenmistir. RT-PZR, kantitatif es zamanli PZR deneylerinde
kullanilacak olan primerlerinin optimizasyon deneyleri i¢in kullanildi. RT-PZR reaksiyonun
da One Taqg Quick Load 2x master mix (New England Biolabs, ABD) kullanildi. RT-PZR
kosullart GAPDH hari¢ asagida verildigi gibidir, GAPDH 25 siklus yapildi.
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Cizelge 4.3 qRT-PZR'de kullanilan primer dizileri

Uriin

Uzunlugu (bp)

ileri Primer (5°-3’)

Geri Primer (5'-3')

101

CTGGGCTACACTGAGCACC

AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

110

TTGGGGCTTCCTTTCGAGG

AGACTGGACCAAGATGGCAAA

141

ATGCTACCCAAATAACCAGCTC

ACAGGAATCCATATCCCCAAACT

135 AAGGCCCTACTCAACCACCT CGACTGCTCGCTGAAATTGTG

113 AGCAGTTGCAAGGAGTTTACAG CCACCTAGCATCAGCATCA

135 CACAGTCCAGACAACAACATCA GCACCAGTCCGTTTTTATCCAC

112 GATACCCCTTTGACGGTAAGGA CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC

174 GGAATCCTAGCCCATGCTTTI CATTACGGCCTTTGGATCACT

137 CCAGACTTCACGATGGCATTG GGCATCTCCTCCATAATTTGGC

217 TCCTGCAAATGCAAAGAGTG ATGGGTCAGGGTTGTATGGA

121
Cizelge 4.4 RT-PZR kosullar

AAAGGGGCGTCGGACAAGTG AACGGTCACGGTCAGGGTTG

Baslangic

denatlirasyonu:  95°C 5 dakika
94°C 30sn
65°C  45sn 30 siklus
68°C 1dk

Final uzama: 68°C 5 dk

4.2.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

1X TAE tampon ve etidyum bromiir (30ng/mL) ile hazirlanan %1 agaroz jel kullanildi.
Ornekler jele yiiklenmeden kullanilan enzim karigiminm igerisinde yiikleme boyasi
bulundugu i¢in ayrica bir yiikleme boyasi kullanilmadi. DNA cetveli olarak 100 baz gifti
DNA cetveli kullanild: (New England Biolabs, N3231S, ABD). Ornekler 100V ’ta 20-25 dk
arasi kosturularak acildi. Jel goriinttilemeleri Chemidoc MP (Biorad, ABD) ile yapildu.
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4.2.7. KANTITATIF ES ZAMANLI PZR

Kantitatif es zamanli PZR GoTaq qPZR master mix (Promega, A6002, ABD) kullanilarak
yapildi. Final reaksiyon hacmi 16pL olacak sekilde iireticinin protokolii izlendi. ileri ve geri
primerlerden her biri 0,5uL 1pmol olarak kullanildi. Referans gen olarak GAPDH secildi,
tim ifade sonuglari kendi GAPDH ifade seviyelerine gére normalize edildi. QRT-PZR
deneylerine baglamadan 6nce her primerin amplifikasyon verimliligi 1:2 seri dillisyonlarla

asagida verilen formiil ile hesaplandi. Hesaplanan primerler tablo 4.3’te listelendi.
Amplifikasyon verimliligi = 2¢1/e&im)

Ifade seviyeleri 6lgiilen genlerdeki kat degisimlerin analizleri karsilastirmali metot (2-AACt)
ile yapildi. Her iki hiicre hattinda da kontrol gruplar kalibratér olarak kullanildi. Her bir
reaksiyonun sonunda erime egrisi alinarak amplifikasyonun safligi kontrol edildi. Kullanilan
tim primerler cizelge 4.2°de, primerlerin reaksiyon kosullar ¢izelge 4.4’te listelenmistir.

Cizelge 4.5 Primer amplifikasyon verimlilikleri

Gen Adi Amplifikasyon Verimliligi
GAPDH 1,95
ZiP7 1,82
zZirg 1,92
ZiP14 1,95
ZNT7 1,99
MTF1 1,86
MMP2 1,92
MT1A 1,96
MT2 1,78

4.2.8. TOTAL PROTEIN iZOLASYONU

Hiicreler 1X PBS icerisinde kazindiktan sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet
haline getirildi, ekstrasellliler proteinleri korumak i¢in tripsinizasyon uygulanmadi. Total
protein izolasyonu, hiicre pelleti lizis tampon (EK-1) igerisinde, her bir 6rnek i¢in yaklagik
100uL, yeniden ¢ozdiiriilmesiyle yapildi. Stispansiyon haline getirilen hicre pelleti lizisin

gerceklesmesi i¢in 30 dk buz tizerinde, her 10 dk’da bir karistirilarak, inkiibe edildi.
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Inkiibasyon tamamlandiktan sonra hiicre lizatlar1 sicaklign 13.000 RPM, +4°C’de 20 dk
santriftj edildi. Tiplerden toplanan, total proteinin bulundugu siipernatantlar toplandi.

Protein yogunluklar1t BCA Assay Kit (Thermo Fisher, ABD) kullanilarak iiretici protokoliine

uygun olarak élctld.

Cizelge 4.6 Kullanilan primerlerin PZR kosullar

Gen Adi | Aktivasyon | Denatiirasyon | Tavlama/Uzama | Ayrilma | Siklus
GAPDH | 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
ZiP7 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
ZiP8 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
ZiP14 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
ZNT7 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
MTF1 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
MMP2 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
MMP12 | 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
MMP13 | 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
MT1A 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45
MT2 95°C, 2dk 95°C, 15 sn 60°C, 60 sn 95°C 45

4.2.9. SDS-POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZIi

Protein ornekleri jele yiiklenmeden dnce %10 R-merkaptoetanol (Sigma, ABD) igeren 2X
ayirma tamponu igerisinde, 95°C 7-10 dk denatire edildi. Protein 6rneklerinin, %10 ayirici
jel ve %5 paketleyici jelde 85V’da kosturularak ayrilmalari saglandi. Protein 6rnekleri 20
pg yuklendi. 3 uL renkli protein cetveli (BLUeye Prestained Protein Ladder, GeneDireX,
ABD) kullanildi.

4.2.10. PVDF MEMBRANA PROTEIN TRANSFERI

Jelden PVDF membrana protein transferi icin BioRad Turbo Transfer cihazi kullanildi.
Transferde kullanilan watman kagitlari, PVDF membranlar ve transfer tamponu cihazin
kendi sarf malzeme kiti olan Biorad RTA kitten () kullanildu.
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42.11.PVDF MEMBRANA IMMOBILIZE EDILMiS PROTEINLERIN
IMMUNOLOJIK SAPTAMASI

PVDF membrana protein transferi ger¢eklestikten sonra membran bloklama ¢ozeltisi (Ek-1)
igcerisinde 1 saat ¢alkalamaya birakilarak bloklandi. Bloklama tamamlandiktan sonra ilgili
primer antikorla, uygun diliisyon hazirlanarak, bir gece +4°C’de ¢alkalanarak inkiibe edildi.
Ertesi gin 3 kere 1X TBS-(0.3%) tween (Ek-1) igerisinde her biri 15 dk olan yikamalar
tamamlandi. Primer antikor yikamasindan sonra ilgili antikora uygun HRP-sekonder antikor
uygun diliisyonda membrana dokiildiikten sonra 1 saat oda sicakliginda ¢alkalanarak inkiibe
edildi. inkiibasyonun sonunda sekonder antikor yikamasi, primer antikor yikamasina uygun
olarak 3 kere 1X TBS-(0.3%) tween ile yapildi. Kemilimiinesans olarak Pierce ECL Western
Blotting substrati1 (Thermo Fischer Scientific, 32106, ABD) kullanilmistir. Goriintiilemeler
Chemidoc MP (Biorad, ABD) ile yapilmistir. Kullanilan primer antikorlar tablo 4.5°te,

sekonder antikorlar 4.6’da listelenmistir.
4.2.12. HUCRE ICi BAZAL CIiNKO SEVIYESININ OLCULMESI

Hicre ici bazal ¢inko seviyesini 6lcmek icin Fluozin-3, AM (Thermo Scientific, ABD)
kullanilmistir. Fluozin-3, AM, Zn*2 *ya duyarh fliioresanli bir boyadir. Deneylerde TPEN
icin 1077, ZnPT igin 108 ve ZnCl, icin 107 18 saatlik inkiibasyonlar1 tamamlandiktan sonra
hiicre gruplarit HEPES banyo sollisyonuyla iki kere yikandi. Boyanin stok soliisyonundan
seyreltilerek hazirlanan 3uM Fluozin-3, hucrelere verildi. 1 saat oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edildikten sonra hiicrelerin bazal ¢inko seviyesi konfokal mikroskopu
kullanilarak Ol¢uldi (Leica, SP5). Fluoresan yogunlugu 1Hz, 490nm dalga boyuyla
uyarilmig ve 525nm’de toplanmistir. Goriintii analizi i¢in Leica’nin LasX yazilimi kullanildi.
Sabit durumdaki flioresan yogunlugu (F) 6lgiildiikten sonra en yiiksek (Fmax) ve en diisiik

(Fmin) ¢inko oranlar da 6lgulerek hiicre igi serbest ¢inko yogunlugu hesaplanir.
[Zn*?] = K [(F~Fumin) /(Fmax—F)]

FluoZin-3’in Kg’si 15 nM’dir. En yiiksek flioresan yogunlugunun kaydedilmesi icin
HEPES banyo soliisyonu igerisindeki hticreler 10 uM verilen 1-hidroksipiridin-2-tiyonin,

Zn?*-pritan tuz soltisyonu verildi. En diisiik fliioresan yogunlugunun kaydedilmesi igin ise
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50 uM Zn?* selatdrii N, N, N', N'-tetrakis(2-piridilmethil) etilendiamin (TPEN) soliisyonu

verildi.
4.2.13. HISTON DEASETILAZ (HDAC) AKTIVITESININ OLCUMU

HDAC aktivitesinin oOlculmesi icin kolorimetrik HDAC test kiti (Biovision, K331)
kullanilmistir. HDAC aktivitesi olan hiicre ekstratlarina (6rneklere ve kontroller) baslangicta
asetilenmis lizin yan zincir igeren substrat eklendi. HDAC aktivitesi substrat baglanarak 1
saat boyunca 37°C’de faaliyet goOsteriyor. Substratta bu surede meydana gelen
deasetilasyonu tespit etmek icin orneklere ve kontrollere lizin developman soliisyonu
eklendi. Lizin developman soliisyonu ile deasetile edilmis substrat birleserek 400-405nm
araliginda okuma aliabilen kromofor yapisini olusturuyor. Bu sayede ELISA okuyucuya

konulan 96 kuyucuklu tabakadan okuma alindi ve 6rneklerdeki total HDAC aktivitesi

olculda.

Grnek hiicre lizat (50ug) ={

\
nels ekstran (pozitif HDAC aktivitesi
kantrel) 4  HDAC kolorimetrik substrat |:> _____ >

deasetilasyon H
1
Ornek hilcre lizan({S0ugh \,_ .
HOAC ingibitérii (negatif /
kontrol) o o
Asetil-lizin Lizin
37°C'de 1 saat inkidbasyon

Sekil 4.1 HDAC aktivitesi 6l¢iimiiniin molekiiler mekanizmasi

4.2.14. KROMATIN IMMUNOPRESIPITASYON

Kromatin immunopresipitasyon metodunda SimpleChIP Enzymatic Chromatin IP kit
Magnetic Beads (Cell Signaling Technology, ABD) kullanildi. Kit protokolii birebir takip
edilerek yapildi.

4.2.14.1.1n Vitro Kromatin Capraz Bag Olusturulmasi Ve Parcalanmasi

Deneylerde TPEN icin 107, ZnPT igin 10® ve ZnCl; igin 107 18 saatlik inkiibasyonlari
tamamlandiktan sonra hucre besi yerlerinin icindeki %40 formaldehidin final

konsantrasyonu %1 olacak sekilde gerekli formaldehid miktar1 hesaplandi ve besi yerlerine
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ekledi. Boylelikle kromatinlerin ¢apraz bag olusturmasi saglandi. 10dk oda sicakliginda
inkibe edildikten sonra besi yerinin Gizerine 2mL 10X glisin soltisyonu ekledi, 5dk daha oda
sicakliginda inkiibe edildi. Formaldehid ve glisin iceren hiicre besi yeri tamamen c¢ekildi ve
hiicreler 20mL soguk 1X PBS ile iki kere yikandi. Yikanan hiicrelerin {izerine 2mL proteaz
inhibitdr kokteyli igeren soguk 1X PBS eklendi ve hiicreler tabaktan kazindi. Kazinan
hiicreler 15mL’lik tiipe alinarak 4C’de 1500 rpm’de 5dk santrifiij edilerek pellet haline
getirildi. Hucrelerin tzerinden supernatant dikkatlice cekilip pellet 1mL soguk tampon A,
ditiotreitol ve proteaz inhibitor kokteyl karigimi i¢inde ¢6zildi, 4C’de 3000 rpm’de 10dk
santrifij edilerek pellet haline getirildi. Hiicrelerin Uzerinden supernatant dikkatlice gekildi.
Pellet 1mL soguk tampon B ve ditiotreitol karisimi i¢inde ¢oziilerek 4C’de 3000 rpm’de
10dk santrifij edilerek pellet haline getirildi. Pellet 100uL soguk tampon B ve ditiotreitol
karisimu ile ¢ozildiikten sonra igerisine 0,25ul. mikrokokal niikleaz eklendi, 37C’de 15dk
inkiibe edilerek kromatinlerin pargalanmasi saglandi. Inkiibasyonun sonunda 10uL 0,54M
EDTA eklenerek enzim aktivitesi durduruldu. Hiicreler 4C’de 13000 rpm’de 1dk
santriftijlenerek pellet haline getirildi. Pellet 100uL proteaz inhibitor kokteyli iceren 1X
ChIP tampon solisyonunda ¢ozildi. Sonikasyon, 30 saniye sonikasyon titresimi ardindan
30 saniye buzlu suda bekleme seklinde toplam 8 set tekrar edildi. Boylelikle kromatin
yapisinin parcalanmasi tamamlandi. Sonike edilmis 6rnek 4C’de 10000 rpm’de 10dk
santriftj edildi, hlcre debrisleri pellet haline getirildi. Santrifiij sonunda pargalanmig

kromatin iceren stipernatant dikkatlice ¢ekilerek yeni tiipe alindu.

4.2.14.2. Parcalanms Kromatinin Analizi Ve Konsantrasyon Ol¢iimii

100 pl pargalanmis kromatin igeren tiipten 25 pl alinarak {izerine 6 pul 5 M NaCl ve 2 uL
RNAse A eklendikten sonra 30°C’de 30dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda igerisine
2uL proteinaz K eklendi ve 65°C’de 2 saat inkiibe edildi. Bu sekilde formaldehitle
olusturulmus ¢apraz baglar bu sekilde tersine ¢evrildi ve elde edilen DNA kit protokoliine
uygun olarak saflagtirildt. DNA  konsantrasyonu Epoch (Epoch Microplate
Spektrophotometer, Biotek, ABD) ile 6lciildii. Saflastirilmis DNA 6rneklerinden 5 pl alindi
Uzerin 5 pul yiikleme boyasi eklenerek %1°lik agaroz jele yiiklendi, jel elektroforezi yontemi
ile pargalanmis kromatinlerin boyutlar1 kontrol edildi. Kromatinler 1 ila 5 niikleozoma denk

gelecek sekilde yaklagik 150-900bp arasinda parcalanmis olmali.
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4.2.14.3. Kromatin Immiinopresipitasyonu Ve DNA Saflastirilmasi

10 pg kromatin DNA Orneginin {izerine toplam 500 pl olacak sekilde 1X ChIP tamponu
eklendi. Bu karisimdan 10 pl 6rnek (girdi 6rnegi) qPCR hesaplamalarinda normalizasyon
i¢in kullanilmak iizere ayrilarak -20C’ye kaldirildi. immiinopresipitasyonu (iP) i¢in her 500
ul’lik 6rnege 2 pg olacak sekilde HDAC4 antikoru tiiplere eklendi. DNA, 1X ChIP tamponu
ve primer antikor i¢eren tiipler ¢eviriciye yerlestirilerek 4C’de bir gece inkiibe edildi. Takip
eden giinde tliplerin igerisine, her 500 ul’ye 30 ul olacak sekilde magnetik boncuklar eklendi
ve ¢evirici lizerinde 4C’de 2 saat inkiibe edildiler. Yikama asamalar1 kit protokoliine uygun
olarak tamamlandi. Magnetik boncuklarin iizerine baglanmis DNA ve ona bagli HDAC4
antikorundan olusan yapilarin boncuklardan ayristirilmasi igin her reaksiyona ve dnceki giin
ayrrdigimiz girdi orneklerine 150 pl 1X ChIP ayristirma tamponu eklendi. Ayristirma,
ornekler ve girdi ornekleri 1siticili karistiriciya konularak 65C’de 1200 rpm’de 30dk inkiibe
edilerek tamamlandi. Magnetik boncuklar, magnetik standa konularak pellet haline
getirildikten sonra siipernatantta bulunan ayristirilmig IP reaksiyonlari ile girdi 6rnekleri
dikkatlice ¢ekilerek yeni tiiplere alindi. Formaldehitle olusturulmus ¢apraz baglari tersine
cevirmek i¢in Orneklere ve girdi orneklerine 6 ul SM NaCl ve 2 pl proteinaz K eklendi,
65C’de 2 saat daha inkiibe edildiler. DNA saflastirilmasi kit protokoliine uygun olarak kitin
kendi DNA kolonlart kullanilarak tamamlandi ve DNA ayristirmasi 35 pl ayristirma

tamponu ile tamamlandi.

4.2.14.4. immiinopresipitasyonu  Yapilmis DNA  Orneklerinin qRT-PZR 1le

Kantitasyonu

ChIP metodunun analizi gRT-PZR ile GoTaq qPZR master mix (Promega, A6002, ABD)

kullanilarak yapildi. Sonuglar yiizde-girdi normalizasyon metoduyla degerlendirildi.
% girdi = (primer verimliligi) ~ (CT-girdi dmegi-CT IP smegi)

HDAC4’tin MMP2, MMP12, MMP13, MT1 ve MT2 genleri lizerine baglanmasi, her 6rnek
grubu icin % girdi degerlerinin ortalamasinin alinmasiyla hesaplandi. Cizelge 4.3’te
listelenmis primerler, cizelge 4.4’te belirtilen kosullarda qRT-PZR’de kullanildi. Her

reaksiyonun sonunda erime egrisi kontrol edilerek amplifikasyonun saflig1 kontrol edildi.
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4.2.15. IMMUNOFLORESAN BOYAMASI

LX2 ve Hep40 hiicreleri her kuyucuga 50000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre
tabaklarina konan steril lamellerin iizerine ekildiler. iki hiicre grubu i¢in de TPEN i¢in 1077,
ZnPT icin 108 ve ZnClzicin 107 18 saatlik inkiibasyonlar1 tamamlandiktan sonra hiicreler
bir kere 1X PBS ile yikandi. Fiksasyon i¢in soguk metanol eklenen hiicreler -20C’de 10dk
inklbe edildi. Fiksasyon tamamlandiktan sonra hiicreler iki kere 1X PBS-T ile yikandilar.
Sonrasinda hiicreler 1X PBS-T igerisinde oda sicaklifinda 10dk inkiibe edildiler. PBS-T
cekildikten sonra hiicrelerin tizerine bloklama soliisyonu eklendi ve 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildiler. Bloklamanin ardindan hiicrelerin {izerinden bloklama soliisyonu ¢ekildi ve
lamelin lizerine 100 uL, 1:100 diliisyonda hazirlanmis, primer antikorlar (Zip7, Zip14, Zip8
ve ZnT7) eklendi. Tiim primer antikorlar MyBiosource’tan temin edildi (San Diego,
Kaliforniya, ABD). Primer antikor inkiibasyonu 4C’de bir gece boyunca yapildi. Takip eden
gun, primer antikorlar hiicrelerin Uzerinden ¢ekildikten sonra htcreler 2 kere 1X PBS-T ile
yikandilar. Primer antikorlara uyumlu, FITC isaretli sekonder antikor (Alexa Fluor 488,
ThermoFisher Scientific) lamellerin iizerine eklendikten sonra oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildiler. Immiinofloresan fotograflar1 Carl Zeiss A1l floresan mikroskobunda cekildi
(Oberkochen, Almanya). FITC ve DAPI boyamalarina uygun olarak 488 ve 359nm dalga

boylarinda goriintiileme yapildi.

Immunofloresan fotograflarinin analizi igin Image]J (NIH) yazilimi kullamldi ve analiz
diizeltilmis total hiicre floresan1 formiiliine uygun olarak yapildi. ImageJ programi agildiktan
sonra Ol¢lim ayarlari sekmesinden alan, entegre edilmis yogunluk, ortalama ve standart
sapma degerleri secildi. Analiz yapilcak fotograf Imagel ile acildiktan sonra analiz
sekmesinden 6l¢ komutu verildi. Ilk alinan 6lgiim degerlerinde entegre edilmis yogunluk
degeri fotografta bulunan hiicrelerin floresan yogunluk degerini veriyor. Arka plan
yogunlugunun degerinin Sl¢iimii i¢in hiicre sinirlarina yakin alanlardan, her fotograf igin
toplam 15 bolge olacak sekilde arka plan bolgeleri segilerek her biri igin yeniden 6lgiim
alindi. Arka plan degerlerinin ortalamasi fotografin ortalama arka plan yogunluk degeri i¢in
kullanild1. Diizeltilmis total hiicre floresan formiiliinde 6l¢iim degerleri yerine konarak total

hiicre floresan1 yogunlugu 6l¢iildii.
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Diizeltilmis Total Hiicre Floresani = Entegre Edilmis Yogunluk — (Alan x Arka Plan

yogunluk ortalamasi)
4.2.16. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar ortalama +SD olarak verilmistir. Yapilan ¢alismalarda, deneysel gruplarin kontrole
gore kiyaslamasinda bagimsiz 6rneklem t testi kullanilmistir (GraphPad Software, Inc.). P-
degeri i¢in p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Anlamlilik derecelendirmesi

p<0,05%*, p<0,01**, p<0,001*** seklinde ifade edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez ¢alismasinda ¢inkonun karaciger fibrozu ve sirozu takip eden hepatoma tzerindeki
genetik ve epigenetik etkisi arastirtlmistir. Calismalarin tamaminda insan fibrotik karaciger
hatt1 LX2 ile insan hepatoseliiler karsinoma hatt1 Hep40 kullanilmistir. Hiicre hatlarinin besi
yerlerine yapilan canlilik testi sonucunda uygun konsantrasyonlari belirlenen TPEN, ZnPT
ve ZnCl; eklenerek hiicre igi ¢inko yogunluklarinda varyasyonlar olusturulmustur. Cinkonun
genetik etkisi, MTF-1 transkripsiyon faktoriiniin aktive ettigi Zip7, Zip8, Zipl4ve ZnT7
cinko kanal proteinlerinin transkript ve protein seviyesindeki degisikliklere bakilarak
incelenmistir. Bahsi gecen kanal proteinlerine promotor bolgelerindeki MRE sekansinin
varligina bakilarak karar verilmistir. MRE sekanst MTF-1’in baglanip genin aktivasyonunu
sagladig1 konsensiis sekansidir. Cinkonun epigenetik etkisi ise Zn?" ile aktivitesi artan
HDAC proteinlerinin aktivite degisimi ve HDAC4’{in fibroz olusumunda rolii olan MMP?2,
MMP13, MT1 ve MT2 genlerine baglanmasinin kromatin diizeyinde incelenmesiyle

arastirilmistir.

51. MTT CANLILIK TESTi iLE TPEN, ZNPT VE ZNCL:
KONSANTRASYONLARINA KARAR VERILMESI

MTT canlilik testinde, hlicrelerin NADPH’a bagimli oksidorediiktaz enzimlerinin aktivitesi
olgllerek canliliklarina karar verilmektedir. Bu enzimlerin MTT testinde kullanilan 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidefor boyasim1 yikma 6zelligi
oldugundan .yikilan boyadan agiga c¢ikan formazan ile hiicrelerin canlilik oraninin
kolorimetrik olarak 6l¢timii alinmaktadir. MTT canlilik test kiti (Millipore, CT02), Uretici
firmanin protokolii kullanilarak gercekllestirildi. Hucreler ZnPT, TPEN ve ZnCl
kimyasallarmin her biri ile 10®, 107, 10® yogunluklarinda 18, 24, 36 ve 48 saatlik
inklibasyonlara tabii tutuldu. Yapilan canlilik testinin sonuglari degerlendirildikten sonra
LX2 ve Hep40 hiicre hatlarinda TPEN igin 510" M, ZnPT i¢in 108 M ve ZnCl,i¢in 10" M

yogunluklarinda kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 LX2 hiicre hatt1 i¢in yapilan canlilik testi % grafigi (10°M, 107 M, 108M ).

52. HUCRE iCi SERBEST CiINKO SEVIYESi DEGIiSIMLERININ
SAPTANMASI

Hucre ici bazal Zn?* seviyesini 6lgmek icin yalnizca hiicre igerisindeki serbest Zn?*’ya
baglanan Fluozin-3, AM (Thermo Scientific, ABD) boyasi1 kullanilmistir. TPEN, ZnPT ve
ZnCly igin MTT canlilik testi sonrasinda karar verilen konsantrasyonlar kullanilmistir. Ug
deney grubunda da 18 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre i¢i serbest ¢inko seviyesinde
anlamli artig gortilmiistiir (Sekil 5.2 A-B). Cinko selatorii olan TPEN uygulamasi hiicre ici
serbest Zn?* konsantrasyonunu azaltmamis ve tam tersi bir sonu¢ vermistir. Deney
gruplarimiz arasinda iki hiicre hatt1 icin de en fazla Zn?* artis1 (p<0,001***) 18 saatlik, 5x10"
"M TPEN uygulamasi ile ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 5.2 LX2 (A) ve Hep40 (B) hiicrelerinin hiicre ici serbest Zn2+ degisimleri, p<0,05*,
p<0,01**, p<0,001***,

5.3. ZIP7, ZiP8, ZiP14 VE ZNT7 KANAL PROTEINLERININ iFADESININ
TRANSKRIPT DUZEYINDE INCELENMESI

Yogun olarak hiicre zar1 lizerinde bulunan Zip8 ve Zip14, ¢ekirdek zar1 ve endoplazmik
retikulum iizerinde yogun olarak bulunan Zip7 ve golgi aygiti ile endoplazmik retikulumda
bulunan ZnT7 ginko kanal proteinlerinin promotor bélgelerinde MRE konsensiis sekanslari
tespit edilmistir (Sekil 5.3). Bu sebeple bu genlerin ifadeleri ¢inkonun hiicresel genetik
etkisinin incelenmesi igin se¢ilmiglerdir. TPEN, ZnPT ve ZnCl>, muamelesi ile hiicre igi
Zn2+ konsantrasyonundaki meydana getirdigimiz anlamli artigin ardindan Zip7, Zip8, Zip14
ve ZnT7’nin mRNA seviyesindeki degisimi qRT-PZR ile inceledik. Ayrica MRE konsensiis
sekansina baglanan MTF-1 transkripsiyon faktoriinin mRNA seviyesindeki degisimini de
gRT-PZR ile inceledik. Referans gen olarak ise GAPDH geni kullanimistir.
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Cizelge 5.1 Zip7, Zip8, Zipl4 ve ZnT7 genlerinde bulunan MRE konsensiis sekanslari ve
bolgeleri

Genler Bolge (-bp) Motif
-1691 TGCACAC
Zip7 -2801 TGCACAC
-1876 TGCACAC
-1859 TGCACAC
Zip8 -1851 TGCACAC
-1958 TGCACAC
-4992 TGCACAC
-2316 TGCACAC
-2573 TGCACAC
Zipld  -2470 TGCACAC
-2459 TGCACAC
ZnT7  -3876 TGCACAC
-3993 TGCACAC

LX2 hiicrelerinde TPEN ve ZnPT uygulamasi sonrast Zip7, Zip8 ve Zipl4 genlerinin
ifadelerinde azalma oldugu goriilmektedir. Zip7 ve Zip8 genlerinde goriilen bu azalmalar
kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlidir artis1 (p<0,05*, p<0,01**) . Zip8’in
mRNA seviyesinde ZnPT uygulamas: sonrasi1 goriilen diisiis hem TPEN hem de ZnCI2
uygulamasinin ardindan meydana gelen degisimlere gore anlamli olmustur (p<0,05%*,
p<0,01**) . ZnCI2 uygulamasinin ardindan Zip14 geninin ifadesi kontrole gore 9 kata yakin
artmistir ve bu artis yalnizca kontrole gore degil TPEN ve ZnPT uygulanan gruplara kiyasla
da anlamlidir (p<0,001***).. ZnT7’nin mRNA seviyesinde kaydedilen degisikliklerin
hicbiri ise istatistiksel olarak anlamli olmamigtir. MTF-1 mRNA seviyesindeki degisim
Zip7 ve Zip8 gen ifadelerine benzemektedir. TPEN, ZnPT ve ZnCl2 uygulamalarindan sonra
MTF-1 ifadesinin azaldigi goriilmektedir ancak ZnCl2’den sonra azalan ifade seviyesi

kontrole kiyasla anlamli olmamistir. ZnPT uygulamasindan sonra MTF-1 ifadesindeki
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diisiis ZnC12 uygulamasindan sonraki ifade seviyesine gore anlamli olmustur (p<0,05%).

(Sekil 5.3).
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Sekil 5.3 LX2 hiicrelerinde, farkli seviyelerdeki hiicre i¢i serbest Zn2+’nun Zip ve ZnT ¢inko
kanal proteinlerinin ile MTF-1"in mRNA seviyesi iizerindeki etkisinin qRT-PZR ile
incelenmesi. Bagil mRNA ifadesi her grubun kendi GAPDH ifadesine gére hesaplanmustir.
N=3, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***; Ortalama * Standart Sapma.

Hep40 hiicrelerinde Zip7 seviyesinde LX2 hicrelerine benzer bicimde hem TPEN hem de
ZnPT uygulamasindan sonra kontrole kiyasla azalma goriilmektedir ancak TPEN’deki diisiis
anlamli degildir. ZnPT ve ZnCl; uygulamalarindan sonra Zip7 ifadesi TPEN uygulanan
hiicrelere kiyasla anlamli bigimde azalmaktadir (p<0,01**).. Zip8’in grafigi incelendiginde
TPEN ve ZnCl; uygulanan hiicrelerdeki ifade degisikligi LX2 hiicrelerine benzemektedir.
Ancak Hep40 hiicrelerinde kontrolle kiyaslandiklarinda TPEN uygulamasi sonrasinda
goriilen diisiis anlamli degilken ZnCl; uygulanan hiicrelerde goriilen diisiis anlamlidir, LX2
hicrelerinde bu durumun tam tersi gorilmektedir (p<0,05*). ZnPT uygulanan hiicrelerde
her ne kadar grafik tzerinde artig goriilse de bu artis anlamli degildir. Ancak ZnClz ile ZnPT
uygulanan hiicreler kiyaslandiginda aralarindaki farkin anlamli oldugu goriilmektedir

(p<0,01**). Zip14’iin mRNA seviyesi ZnCl, uygulamasindan sonra kontrole kiyasla LX2
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hicrelerindeki kadar yiiksek olmasa da artis gostermektedir (p<0,001***). ZnCl,
uygulamasindan sonra goriilen artis TPEN ve ZnPT uygulanan gruplarla kiyaslandiginda da
anlamhidir (p<0,05*). MTF-1 ifadesinde TPEN uygulamasindan sonra kontrole kiyasla
anlamli bir diistis gorilmektedir (p<0,05*). ZnCl, uygulamasindan sonra ise MTF-1’in
mRNA seviyesinde artis oldugu goriilmektedir ancak bu artis kontrole gore anlamli degildir;

TPEN ve ZnPT uygulanan gruplara kiyasla anlamlidir (p<0,05*) (Sekil 15.4).
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Sekil 5.4 Hep40 hiicrelerinde, farkli seviyelerdeki hiicre i¢i serbest Zn“"’nun Zip ve ZnT
cinko kanal proteinlerinin ile MTF-1’in mRNA seviyesi lizerindeki etkisinin qRT-PZR ile
incelenmesi. Bagil mRNA ifadesi her grubun kendi GAPDH ifadesine gore hesaplanmistir.
N=3, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***; Ortalama + Standart Sapma

5.4. ZIiP7, ZiP8, ZiP14 VE ZNT7 KANAL PROTEINLERININ IFADESININ
PROTEIN DUZEYINDE iNCELENMESI

TPEN, ZnPT ve ZnCl, muamelesi ile hiicre ici Zn?* konsantrasyonundaki meydana
getirdigimiz anlaml artisin ardindan transkript seviyesinde degisimlerini inceledigimiz
Zip7, Zip8, Zipl4 ve ZnT7 kanal proteinlerinin protein ifadesindeki degisimlerini de
inceledik. Bunun igin hem western blot hem de immiinofloresan tekniklerini kullandik.
Western blot igin beta-actin ve/veya GAPDH genleri referans gen olarak kullanildi ve

normalizasyonlar1 bu genlerin ifadelerine gore yapildi. Immiinofloresan sonuglari ise her

33



goriintli kendi arka plan ortalamasi ve alani ile analiz edilmistir. Yapilan western blot

caligsmalarinin bant goriintiileri ek-5’te verilmistir.
54.1. WESTERN BLOT SONUCLARI

Zip7, Zip8, Zipl4d ve ZnT7 c¢inko kanal proteinlerinin hiicre ic¢i farkli Zn2+
konsantrasyonlarinda protein seviyesindeki degisimleri incelendiginde LX2 hiicre hattinda
anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Zip proteinlerinin grafik egilimleri mRNA seviyelerini
gosteren grafiklerin egilimlerinden farklidir; ZnT7’nin ise mRNA ve protein ifadelerinin

grafik egilimleri benzer olsa da anlamli bir degisiklik bulunmamaktadir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5 LX2 hiicrelerinde, farkli seviyelerdeki hiicre i¢i serbest Zn2+’nun Zip ve ZnT ¢inko
kanal proteinlerinin protein seviyesindeki etkisinin western blot ile incelenmesi.
Normalizasyonlar icin beta-aktin ve GAPDH referans gen olarak kullanilmistir. Protein
seviyesindeki degisiklikler kat degisimi seklinde hesaplanmistir. N=3, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***, Ortalama * Standart Sapma

Hep40 hicrelerinde ise Zip8 ve Zipl4 protein ifadelerinde anlamli degisiklikler
bulunmaktadir. Deney gruplar1 ZnPT-ZnCl; ve TPEN-ZnCl, seklinde kendi aralarinda
kiyaslandiginda TPEN veya ZnPT uygulanan hiicrelerde Zip8 protein ifadesinin ZnCl:
uygulananlara kiyasla anlamli bigimde fazla oldugu gorilmektedir (p<0,05*, p<0,01**).
ZnCl; uygulanan grup kontrolle kiyaslandiginda ise Zip8 ifadesinde anlaml bir diisiis
oldugu goriilmektedir (p<0,001***). TPEN uygulamas: yapildiginda Zip8’in mRNA

seviyesinde anlamli bir azalma gormiisken protein seviyesinde anlamli olmamakla birlikte
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tam tersi bir artis oldugu goriilmektedir. Zipl4 protein ifadesindeki degisim de Zip8 ile
oldukga benzerdir ancak ZnPT ile ZnCl: kiyaslandigi zaman Zip14’teki degisik anlamli
degildir. ZnT7’nin protein seviyesindeki degisiklikler anlamli degildir. Ayrica mRNA
ifadesindeki degisikliklerle de benzer degildir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6 Hep40 hiicrelerinde, farkli seviyelerdeki hiicre i¢i serbest Zn2+’nun Zip (A, B, D)
ve ZnT (C) cinko kanal proteinlerinin protein seviyesindeki etkisinin western blot ile
incelenmesi. Normalizasyonlar i¢in GAPDH referans gen olarak kullanilmistir. Protein
seviyesindeki degisiklikler kat degisimi seklinde hesaplanmistir. N=3, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***, Ortalama * Standart Sapma

Hem LX2 hem de Hep40 hiicrelerinden aldigimiz Zip7 sonuglarinda hiicre ici Zn?" artisiin
ardindan transkript seviyesinde anlamli diisiisler gozlemledik. Bu veriler protein
seviyelerindeki degisim grafikleri ile desteklenmedigi i¢in Zip7 kanalinin fonksiyonunda
degisiklik olup olmadigina bakildi. Bunun i¢in fosfo-Zip7 ifadesi iki hiicre hatt1 i¢in de
western blot ile incelendi. LX2 hucrelerinde fosfo-Zip7 ifadesinin ZnCl, uygulamasi yapilan
grupta anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (p<0,05*) (Sekil 5.7 A). Ayn hiicre grubunda
TPEN ve ZnPT uygulamalarinin ardindan Zip7°’nin mRNA seviyesinde anlamli bir diisiis
oldugu gosterilmisken, ZnClz uygulanan hiicrelerde anlaml bir azalma kaydedilmemistir.
Hep40 hiicrelerinde ise fosfo-Zip7 ifadesinin ZnPT uygulamasi yapilan grupta anlamli
bi¢imde azaldig1 goriilmektedir (p<0,05*) (Sekil 5.7 B) ve ayni anlamli azalma Zip7’nin

MRNA ifadesi icin de gecerlidir.
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Sekil 5.7 LX2 ve Hep40 hiicrelerinde, farkli seviyelerdeki hiicre ici serbest Zn?"’nun Zip7
kanalinin aktif hali olan fosforile formunun protein seviyesindeki etkisinin western blot ile
incelenmesi. Normalizasyonlar i¢cin GAPDH referans gen olarak kullanilmistir. Protein
seviyesindeki degisiklikler kat degisimi seklinde hesaplanmistir. N=3, p<0,05*, Ortalama
Standart Sapma

5.4.2. IMMUNOFLORESAN SONUCLARI

TPEN, ZnPT ve ZnCl; uygulamasindan sonra Zip7, Zip8, Zipl4 ve ZnT7 kanal
proteinlerinin protein diizeyindeki degisimleri immiinofloresan teknigiyle de incelendi. LX2
hiicrelerine yapilan immiin boyama sonuglart TPEN uygulamasi sonrasinda artan hiicre ici
Zn** ile Zip7, Zip8 ve zipl4 ifadelerinde kontrole gére anlam azalmalarin oldugu
goriilmektedir (p<0,00001****, p<0,05*, p<0,001**). Ug proteinin grafik egilimleri
oldukca benzerdir. Deney gruplar1 arasinda kiyaslamalar yapildiginda Zip7 ve Zipl4
ifadelerinin ZnPT uygulamasi sonrast TPEN ve ZnCl, uygulamalarindan sonraki ifadelerine
kiyasla anlamli bigimde daha fazla oldugu gorilmektedir (p<0,01**, p<0,0001****,
p<0,01**, p<0,05*). Kontrol ve ZnPT uygulamasi yapilan gruplarda Zip14 ifadesi birbirine
yakin ¢ikmistir. ZnT7 ifadesinde artan hiicre i¢i ¢inkoyla birlikte kontrole kiyasla anlaml
artiglar  kaydedilmistir  (p<0,0001****). TPEN-ZnPT ve TPEN- ZnCl> gruplarn
kiyaslandiginda TPEN uygulamasi goren hiicre gruplarinda ZnT7 ifadesi anlamli bicimde
daha yiksektir (p<0,0001**** p<0,01**). ZnCl, uygulanan hicrelerde ise ZnPT
uygulananlara kiyasla ZnT7 ifadesi anlamli bigimde daha fazladir (p<0,05*) (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8 LX2 hiicrelerinde, farkli seviyelerdeki hiicre i¢i serbest Zn2+’nun Zip (A-B) ve
ZnT (C) ¢inko kanal proteinlerinin protein seviyesindeki etkisinin immiinofloresan teknigi
ile incelenmesi. Zip7 n=12, Zip8 n=9, Zipld n=8, Zn.t7 n=9, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***, Ortalama * Standart Sapma

Hep40 hiicrelerinde yapilan immiin boyamalarda Zip7 ifadesinin hiicre i¢i Zn?* miktarinin
artisiyla beraber anlamli bigimde arttigi goriilmektedir (p<0,01**). Yalnizca kontrole
kiyaslandiginda ZnPT uygulanan hiicrelerdeki Zip7 artist anlamli degildir. ZnPT uygulanan
gruptaki Zip7 ifadesi TPEN ve ZnCl> uygulanan gruplardan anlamli bi¢cimde azdir
(p<0,001***). Bu sonuglar intraselliiler serbest Zn?* ile Zip7 ifadesi arasinda pozitif bir
korelasyon olabilecegi yoniinde yorumlanabilir. Zip8 ve Zipl4 kanal proteinlerinin
ifadelerinde ise hiicre i¢i ¢inkonun arttig1 gruplarda anlamli azalmalar oldugu goriilmektedir.
TPEN ve ZnCl; uygulamalarinin yapildigi hiicrelerde Zip8 ve Zip14 floresan yiizdeleri
kontrole gore anlamli bigimde azalmistir (p<0,001*** p<0,05*, p<0,0001****
p<0,0001****), ZnPT uygulanan hicrelerde Zip14 ve Zip8 ifadelerinde kontrole kiyasla
anlaml degisimler yoktur. Zip14 ve Zip8 ifadelerinin ZnPT uygulanan gruplarda TPEN ve
ZnCl; uygulananlardan anlamli bicimde daha fazla oldugu goriilmektedir. ZnT7 ifadesinin
TPEN ve ZnPT uygulamalarindan sonra artan hiicre i¢i ¢inkoya paralel olarak anlamli

bi¢imde arttig1 goriilmektedir (p<0,001***, p<0,05*). TPEN ve ZnPT arasindaki ifade farki
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da istatistiksel olarak anlamli ¢ikmustir. Ancak ZnCl> uygulamasindan sonra ZnT7

ifadesinde yasanan degisim diger gruplarin hi¢birine gére anlamli ¢ikmamuigstir. (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9 Hep40 hiicrelerinde, farkli seviyelerdeki hiicre igi serbest Zn2+’nun Zip (A-B) ve
ZnT (C) cinko kanal proteinlerinin protein seviyesindeki etkisinin immiinofloresan teknigi
ile incelenmesi. Zip7 n=8, Zip8 n=7, Zipld n=8, Zn.t7 n=7, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***, Ortalama * Standart Sapma
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Sekil 5.10 LX2 hiicrelerinde Zip7 immunofloresan boyama goriintuleri (40X).
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Kontrol
ZnCl2

Sekil 5.11 LX2 hiicrelerinde Zip8 immunofloresan boyama goriintuleri (40X).
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Sekil 5.12 LX2 hiicrelerinde Zip14 immunofloresan boyama gorntileri (40X).
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Sekil 5.13 LX2 hiicrelerinde ZnT7 imminofloresan boyama gortntileri (40X).
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Sekil 5.14 Hep40 hiicrelerinde Zip7 immunofloresan boyama gorunttleri (40X).
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Sekil 5.15 Hep40 hiicrelerinde Zip8 immunofloresan boyama goruntileri (40X).
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Sekil 5.16 Hep40 hiicrelerinde Zip14 immunofloresan boyama gorintileri (40X).
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Sekil 5.17 Hep40 hiicrelerinde ZnT7 immunofloresan boyama goruntuleri (40X).

55. TOTAL HDAC AKTIiVITESIi OLCUM SONUCLARI

TPEN, ZnPT ve ZnCl; uygulamalar1 sonras1 hiicre i¢i Zn?* konsantrasyonunda meydana
gelen anlamli artisin ¢inko parmak motifi bulunduran HDAC proteinlerinin aktivitesi
uzerindeki etkisi kolorimetrik HDAC aktivite Kitiyle (Biovision, K331) incelendi.

LX2 hucrelerinde ZnClz uygulamasinin ardindan HDAC aktivitesinin anlamli bigimde
azaldig1 goriilmektedir. Her ne kadar TPEN uygulamasinin ardindan grafik iizerinde artis
goriinse de bu artig anlamli degildir. Fakat TPEN-ZnCl, kiyaslamas1 yapildiginda TPEN

uygulamas1 gérmiis hiicrelerin ZnClz uygulamasi yapilmis hiicrelerden anlamli bigimde

46



daha fazla HDAC aktivitesine sahip olduklar1 goriilmektedir (p<0,05*). Aym kiyaslama
ZnPT ve ZnCl; gruplari arasinda yapildiginda da ZnPT grubunun anlamli bigimde daha fazla
HDAC aktivitesine sahip oldugu gorilmektedir (p<0,05*) (Sekil 5.16 A). Hep40
hiicrelerinde yalnizca TPEN uygulamasinin ardindan HDAC aktivitesinde anlamli bir diisiis
vardir (p<0,05%). (Sekil 5.16 B) iki hiicre hattindan da aldigimiz sonuglar hiicre i¢i serbest

Zn?* konsantrasyonu ile tam bir paralellik géstermemektedir.
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Sekil 5.18 LX2 (A) ve Hep40 (B) hiicrelerindeki total HDAC aktivitesinin farkli
seviyelerdeki hiicre i¢i serbest Zn2+ karsisindaki degisimi, p<0,05*

56. MMP2, MMP13, MT1 VE MT2 GENLERINIiN iFADESININ TRANSKRIiPT
DUZEYINDE INCELENMESI VE HDAC4UN BAGLANMA PROFILININ
KROMATIN IMMUNOPRESIPITASYON iLE INCELENMESI

HDAC4’iin metallotiyonin (MT1-2) ve matriks metalloproteinlerine (MMP2-13) baglanma

2"nun fibroz statiisii {izerindeki epigenetik etkisinin anlagilmasi

profili, hiicre ici Zn
acisindan onem tasimaktadir. Ancak HDAC4’iin bu genler lizerindeki etkisinin sonuglarini
degerlendirebilmek i¢in bu genlerin uygulamalardan sonraki mRNA seviyelerini gRT-PZR
ile inceledik. LX2 hiicrelerine yapilan hiicre i¢i ¢inko seviyesini arttiran uygulamalardan
sonra MT1, MT2 ve MMP2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisim oldukga benzerlik
gostermektedir. Ug gende de TPEN uygulamasinin ardindan kontrole gore diisiis oldugu
goriilse de bu diisiis iiclinde de istatistiksel olarak anlamli degildir. ZnPT uygulamasiyla
artan mRNA sevileri MT2 ve MMP2 genlerinde kontrole gore anlamli degildir, ancak MT1
genindeki bu artisin anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05*). MMP13 geninde ise U¢
uygulamanin da ardindan mRNA seviyesi anlamli bi¢imde artmistir (p<0,05*, p<0,01**,

p<0,001*** ). MMP13 ifadesini arttirma da en etkili uygulama ZnCl, uygulamasidir; ZnCl
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grubundaki ifade artist hem TPEN hem de ZnPT uygulanan gruplardaki degisimlerden
anlamli bi¢imde fazladir (p<0,01**, p<0,05*) (Sekil 15.7).
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Sekil 5.19 LX2 hiicrelerinin MT1, MT2, MMP2 ve MMP13 gen ifadelerinin TPEN, ZnPT
ve ZnCly uygulamalarindan sonraki transkript seviyesindeki degisimlerinin qRT-PZR
sonuglart. N=3, p<0,05*, p<0,01** p<0,001***; Ortalama + Standart Sapma
Hep40 hiicrelerine yapilan hiicre i¢i ¢inko seviyesini arttiran uygulamalardan sonra MT]1,
MT2 ve MMP2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisim incelendiginde dort gendeki
degisimlerin bazilar1 ortaklik gdstermektedir. ZnPT uygulamasinin ardindan dort genin
mRNA seviyesinde diisiis goriilmektedir ancak bu diisiis yalnizca MT2 geninde kontrole
gore anlamlidir. ZnCl; uygulamasindan sonra dort gende de mRNA seviyesi artis
gostermektedir ancak yalnizca MMP13 genindeki artis kontrole gdére anlamli olmustur
(p<0,05*). MT1 ve MT2 genlerinde TPEN uygulamasinin ardindan kontrole gore anlaml
bir azalma goriilmektedir (p<0,05*). MMP13 geninde TPEN uygulamasindan sonra anlamli
bir ifade artis1 bulunmaktadir benzer bir durum MMP2 geninde de goriilse de MMP2’deki
artig kontrole gore anlamli degildir. MMP2 ve MMP13 genlerinin ifadesinde TPEN ve ZnPT
uygulamalar1 kiyaslandigi zaman ZnPT uygulamasinin ardindan azalma oldugu

goriilmektedir, ancak bu azalma yalnizca MMP13 geninde anlamli olmustur (p<0,05*).
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HDAC4’iin MT1, MT2, MMP2 ve MMP13 genlerine baglanmasini incelemek igin kromatin
immiinopresipitasyonu yaptik. LX2 ve Hep40 hiicrelerine TPEN, ZnPT ve ZnCI2
uygulamasi yapildiktan sonra hiicre gruplari ChIP protokoliine uygun olarak isleme tabi
tutulmustur. Once mikrokokal niikleaz ile inkiibe edilmis daha sonra da sonikasyon
yapilarak c¢ift sarmal genomik DNA’lar1 yaklasik 150-900 baz c¢ifti olacak sekilde
parcalanmistir. Bu par¢alanmanin kontrolii ise proteinaz K ile inkiibasyon sonrasinda agaroz

jel elektroforezi ile teyit edilmistir (Sekil 5.19).
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Sekil 5.20 Hep40 hiicrelerinin MT1, MT2, MMP2 ve MMP13 gen ifadelerinin TPEN, ZnPT
ve ZnCl2 uygulamalarindan sonraki transkript seviyesindeki degisimlerinin qRT-PZR
sonuglari. N=3, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***; Ortalama £ Standart Sapma
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Sekil 5.21 LX2 (A) ve Hep40 (B) hiicrelerinin kromatik kirma islemi sonrasinda validasyon
jel goriintiileri, kirmizi kutucuk DNA cetvelinde 500 baz ¢ifti hizasini1 gostermektedir
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Sekil 5.22 LX2 (A) ve Hep40 (B) hiicrelerinde HDAC4’iin MT1 genine baglanma
yuzdesinin kromatin immdnopresipitasyonu ile incelenmesi. N=3, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***; Ortalama * Standart Sapma

HDAC4’tin MT1 genine baglanma yiizdesi LX2 hiicrelerinde kontrolle kiyaslandiginda
yalnizca ZnCl; uygulamasi sonrasinda artarken Hep40 hiicrelerinde kontrolle
kiyaslandiginda anlamli bir artma ya da azalma goriilmemektedir (p<0,05*). Ancak Hep40
hlcrelerinde TPEN uygulanan grup kontrolle kiyaslandiginda elde edilen p-degeri 0,056 dur,
p<0,05* oranina olduk¢a yakindir. Buna benzer bir durum LX2 hiicrelerinde ZnPT

uygulamasi yapilan grup i¢inde gegerlidir. ZnPT uygulamasi yapilan LX2 hiicreleri kontrol
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grubuyla kiyaslandiginda p-degeri 0,053’tlir yani anlamli bir artis olarak degerlendirilme
smirina olduk¢a yakindir. LX2 hiicrelerinde TPEN-ZnCl> gruplart kiyaslandiginda ZnCl»
uygulamasi yapilan hiicrelerde HDAC4’iin MT1 genine baglanma yiizdesinde anlamli bir
artis gorulmektedir (p<0,05*). Hep40 hiicrelerinde TPEN-ZnPT gruplar1 kiyaslandiginda
TPEN uygulamasi yapilan grupta HDAC4 baglanma yiizdesi anlamli bigimde daha fazladir
(p<0,05*). ZnPT-ZnCl, gruplar kiyaslandiginda ZnCl> uygulamasi goren hicrelerde
HDAC4 baglanma yiizdesinin ZnPT uygulanan hicrelerden anlamli bi¢imde daha fazla
oldugu goriilmektedir (p<0,05%*) (Sekil 15.8).
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Sekil 5.23 LX2 (A) ve Hep40 (B) hiicrelerinde HDAC4’iin MT2 genine baglanma
yuzdesinin kromatin immdinopresipitasyonu ile incelenmesi. N=3, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***; Ortalama + Standart Sapma

Yapilan ChIP deneyinin en anlamli sonuglart HDAC4’iin MT2 genine baglanma yuzdesi
incelendiginde goriilmektedir. LX2 hiicrelerinde kontrolle kiyaslandiginda ZnPT ve ZnCl2
uygulanan hiicrelerde HDAC4’ilin baglanma yiizdesinde anlamli bir artis goriilmektedir
(p<0,001***, p<0,001**). Hep40 hiicrelerinde ise kontrolle kiyaslandiginda TPEN ve
ZnCl2 uygulamasi yapilan gruplarda anlamh artiglar goriiliirtken ZnPT uygulamas1 yapilan
hiicrelerde HDAC4’iin MT2 genine baglanma yilizdesi anlamli bicimde azalmaktadir
(p<0,01**, p<0,05*, p<0,05*). Deney gruplar1 arasinda yapilan kiyaslarda ise LX2
hicrelerinde hem ZnPT hem de ZnCI2 uygulanan hiicrelerdeki HDAC4 baglanma yiizdesi
TPEN uygulamasi géren hiicrelerden anlamli bigimde fazladir (p<0,001***, p<0,01**).
ZnPT ve ZnCI2 gruplan kiyaslandiginda ZnPT uygulanan grupta HDAC4’tin MT2 genine
baglanma yiizdesi ZnCl12 uygulanan gruba gore anlamli bicimde daha fazladir (p<0,001**%*).
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Hep40 hiicrelerinde ise bu durumun tam tersi goriilmektedir. ZnCI2 uygulamasi yapilmis
hiicrelerde HDAC4 baglanma yiizdesi ZnPT uygulanan hiicrelere kiyasla anlamli bicimde
daha fazladir (p<0,05*). Hep40 hicrelerinin TPEN-ZnPT gruplar1 kiyaslandiginda LX2
hiicrelerinde goriilen durumun tam tersi goriilmektedir. TPEN uygulamasi goren hiicrelerde
HDAC4’tin MT2 genine baglanma yiizdesi ZnPT uygulanan hiicrelerden anlamli bicimde
daha fazladir (p<0,01**) (Sekil 15.21).
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Sekil 5.24 LX2 (A) ve Hep40 (B) hiicrelerinde HDAC4’tin MMP2 genine baglanma
yuzdesinin kromatin immdnopresipitasyonu ile incelenmesi. N=3, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***; Ortalama *+ Standart Sapma

HDAC4’tin MMP2 genine baglanma ylizdeleri incelendiginde kontrole kiyasla yalnizca
LX2 hiicrelerinde ZnPT uygulanan grupta anlaml bir artig goriilmektedir (p<0,05*). Ancak
Hep40 hiicrelerinde TPEN uygulamasi1 yapilan hiicreler kontrol grubuyla kiyaslandiginda
elde edilen p-degeri 0,055°tir, yani uygulama sonrasi yasanan artis anlamli olarak
degerlendirme smirina oldukc¢a yakindir. LX2 hiicrelerinde deney gruplar1 arasinda
kiyaslama yapildiginda ZnPT uygulanan gruptaki HDAC4’iin baglanma oran1 hem TPEN
hem de ZnCl; uygulanan gruplara kiyasla anlamli bigimde fazladir (p<0,05*). Hep40
hlcrelerinde ise bu durumun tam tersi gértiilmektedir. TPEN ve ZnClI2 uygulanan hiicrelerde
ZnPT uygulananlara kiyasla HDAC4 daha yiiksek oranda MMP2’ye baglanmaktadir
(p<0,05%) (Sekil 15.22).
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Sekil 5.25 LX2 (A) ve Hep40 (B) hiicrelerinde HDAC4’tin MMP2 genine baglanma
yuzdesinin kromatin immdinopresipitasyonu ile incelenmesi. N=3, p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***; Ortalama + Standart Sapma

HDAC4’tin MMP13 genine baglanma yiizdesinin LX2 ve Hep40 hiicrelerinin kontrol
gruplarinda birbirine olduk¢a yakin oldugu goériilmektedir. LX2 hiicrelerinde ZnPT
uygulanan grupta HDAC4’iin baglanma yiizdesi kontrole kiyasla anlamli bi¢imde
artmaktadir (p<0,0001****). Hep40 hiicrelerinde ise kontrole gére anlamli bir artis yalnizca
ZnClI2 uygulanan hiicrelerde gorulmektedir (p<0,05*). Ancak TPEN uygulamasi yapilan
Hep40 hiicreleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda elde edilen p-degeri 0,06’dir yani anlamli
olarak degerlendirilmeye yakin olarak degerlendirilebilir. LX2 hiicrelerinde TPEN ve ZnPT
uygulanan gruplar kiyaslandiginda ZnPT uygulanan hiicrelerde HDAC4’lin baglanma
yiizdesinin anlamli bi¢imde arttig1 goriilmektedir (p<0,0001**** p<0,001***). Hep40
hucreleri igin bu durumun tam tersi gecerli gibi gériinmektedir ancak azalma anlamli sayillma

siirina oldukga yakindir, p-degeri 0,0579°dur (Sekil 15.23).
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda ¢inkonun anti-fibrotik etkisi ve hepatoma kanser hiicreleri
tizerindeki etkisinin genetik ve epigenetik mekanizmasi incelenmistir. Fibrotik hiicre modeli
olarak LX2, hepatoma hiicre modeli olarak Hep40 kullanilmistir. LX2 hiicreleri insan erkek
karacigerinden izole edilen HSH hiicrelerinden orijin almaktadir. Primer kiiltiirdeki hiicreler
diisiik serum seviyesinde spontane olarak immortalize edilerek oturtulmus bir hiicre hattidir
(101). LX2 hiicrelerinde aktif HSH’lerin karakteristik dzellikleri olan Alfa-SMA, vimentin,
GFAB ve PDGFR-beta ifadeleri bulunmaktadir. Ayrica LX2 hiicreleri aktif HSH’ler gibi
pro-kollajen, pro-MMP2, MMP14 ve TIMP-1/2 salgilamaktadirlar (102,103). Hep40 hicre
hatt1 ise HBsAg+ ve anti-HB insan erkek karacigerinden izole edilen HCC hiicrelerinin
primer kiiltiirde ¢ogaltilmasiyla olusturulmustur (104). Hepatit B virlisu ile enjekte
hastalarda hepatosit hasar1 ve tamiri stirecine bagli karaciger fibrozu olusumu goriilmektedir.
Ek olarak, HBV X proteininin fibrojenik ve kanserojenik etkisi oldugu LX2 hiicrelerinin
model olarak kullanildig1 bir ¢alismada gésterilmistir (105). HBV enfeksiyonu kaynakli
karaciger fibrozunun siroza ve HCC’ye ilerlemesi sirasinda karaciger dokusunda goriilen
degisiklikler ile farkli orijinli fibrotik dokudan baslayan prognoz ile aymidir (106). Bu
sebeplerden dolayr Hep40 hiicrelerinin HBV enfekte hiicreler olmasinin fibroz sonrasi

gelisen hepatoma hiicre modeli olarak kullanilmasi uygun goriilmustiir.

Calismamizda ¢inko selatorii TPEN’in uygulamas: hiicrelerde ciddi anlamda ¢inko artigina
sebep olmustur. TPEN uygulamasi sonrasinda yasanan ¢inko artisi, hiicre i¢i ¢inkoyu
arttirmaya yonelik uyguladigimiz ZnPT ve ZnCl>’den ¢ok daha fazladir. Hiicrelerin TPEN
uygulamasina verdigi yanitin, ani ¢inko eksikligine bagli olusan oksidatif stresten
kaynaklandig1 disiinilmektedir. 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, fare bobrek epitel
hicrelerine 24 saat boyunca 1 nM TPEN uygulanarak hiicresel ¢inko eksikligi modeli
olusturulmus ve NADP-oksidaz-2 (Nox?2) ifadesinin arttigi buna bagli olarak da hiicrelerin
oksidatif strese girdikleri gosterilmistir (107). Ancak NADP-oksidaz birikimine yalnizca
cinko eksikliginin degil, fazla ¢inkonun da sebep oldugu bilinmektedir (108). Uygun
miktardaki ¢inko ise hiicre ve organel membranlarin stabilizasyonunu saglayarak ve

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaz (NADP-oksidaz) enzimini inhibe ederek
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hlcreleri oksidatif hasardan korumaktadir (109). Bu tez ¢alismasinda fibrotik ve kanser
hicrelerine 18 saat boyunca 100 nM TPEN uygulanmustir. Hiicre igi ¢inko artis1 LX2
hiicrelerinde yaklasik 3,5 kat ve Hep40 hiicrelerinde yaklasik 6,5 kat olmustur. MT
proteinleri hiicre oksidatif stres altindayken bagl tuttugu Zn?* iyonlarimi serbest hale
getirerek yamit vermektedir. Buna bagli olarak hiicre i¢i Zn?* yogunlugunun artmasi ile MTF-
1 aktivasyonu artmaktadir. Aktif MTF-1, MT transkripsiyonunu arttirarak sitoplazmada

2+

bulunan serbest Zn“”’nun yogunlugunun azaltilmas: saglanir (110). Bu mekanizma
sayesinde hiicreler MT proteinleri araciligiyla oksidatif stresi azaltarak kendilerini korumaya
alirlar. 100 nM TPEN uygulamasmin ardindan gorilen hicresel ¢inko artiginin yiiksek
olmasinin sebebi, oksidatif strese bagli olarak hiicrelerin kendilerini korumaya yonelik
verdikleri bir yanit olarak yorumlanabilecegi diisiiniilmektedir. iki hiicre hattinda da TPEN
uygulamasindan sonra olusan oksidatif stres sonrasinda ifadelerinin artmasi beklenen MTF-
1, MT1A ve MT2 genlerinin mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diistisler
yaganmugtir. Kullanilan tiim dozlara MTT testinin ardindan karar verilmisse de bu duruma,
uygulanan TPEN dozunun literatirdeki yaygm kullanim dozundan 100 kat daha fazla
olmasinin hiicrelerin verdigi yanitin siddetini de etkiledigi, buna baglh olarak ¢ok fazla artan
hiicresel ¢inkonun da hiicrelerin stres halinin devam etmesine sebep oldugu
distiniilmektedir. 18 saatlik uygulamanin basinda hiicresel ¢inkonun selate edilmesinin
ardindan olusan oksidatif strese yanit olarak MT proteinlerinin bagladig1 Zn?" iyonlarim
serbest birakmasi, huicrenin bozulan ¢inko homeostazisini dengeye yeniden getirme gabasi
olarak gorulmektedir. Bu slregte ¢inko-bagimli transkripsiyon faktéri MTF-1 beklenen
sekilde etkilenmemesi uygulanan dozun fazla olmasiyla agiklanabilir. Hlcreye ekstraselltler
ortamdan ¢inko alimini saglayan Zip14 ve Zip8 kanallari ile endoplazmik retikulum (ER)
Uzerinde yogunlagmis Zip7 kanal proteinin TPEN uygulamasi sonrast ifade seviyeleri
incelendiginde genel egilim ifade azalmasi yoniindedir. Fibrotik hicrelerde ti¢ kanalin hem
MRNA seviyesinde hem de protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar
yasanmustir. Hepatoma hicrelerinde ise mMRNA ifadelerindeki degisimler istatistiksel olarak
anlamli ¢ikmazken protein seviyesindeki degisikliklerin anlamli oldugu goriilmistiir.
ER’dan sitoplazmaya Zn?* gegisini saglayan Zip7’nin protein ifadesi Hep40 hiicrelerinde
TPEN uygulamasinin ardindan artmistir. ER stresin hepatik hasar olusumunda ve
devamliliginda 6nemli bir role sahip oldugu ve kanser hicrelerinde ER stresin tumor
homeostazisinde etkin roli oldugu bilinmektedir (111-113). Hep40 hucrelerinde TPEN
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uygulamasi sonrasi Zip7 ifadesinde artis goriilmesinin oksidatif stresin yaninda hali hazirda
hicrelerde bulunan ER stresin de yonetilmesinden kaynaklandigi disiinilmektedir.
Kardiyomiyositlerde ER stres olusturuldugunda, ER’dan ¢inko saliniminin arttigi, Zip7 ve
ZnT7’nin aktivitesinin arttig1 dnceki ¢alismalarda gosterilmistir (114). Cinko eksikliginde
veya fazlaliginda hiicrelerin ER stres seviyesinin artmamasi i¢in ER, golgi ve vakuoller gibi
hiicre i¢i kompartimanlara ¢inko gegisinin ve/veya ¢ikisinin saglanmasi hiicrenin sagligi i¢in
oldukca 6nemlidir (115). Sitoplazmadan golgi ve ER liimenine ¢inko alimini saglayan ZnT7
kanalinin protein ifadesi TPEN uygulamasindan sonra iki hiicre grubunda da artmistir. Genel
olarak bakildiginda TPEN uygulamasi sonrasi hiicre i¢i serbest ¢inkonun artmasinin
ardindan, Zip ifadelerindeki diisiisiin ekstraselliiler ortamdan sitoplazmaya ¢inko alimini
indirgemek amacli oldugu ve ZnT7 ifadesindeki artisin sitoplazmadaki fazla g¢inkonun

golgiye alinarak dengelenmeye ¢alisilmasini amagladig diisiiniilmektedir.

Hiicre i¢i ¢inko artisinin fibroz ve kanser huicreleri Gzerindeki etkisini gérmek icin LX2 ve
Hep40 hucrelerinin besi yerine 10 nM ZnPT ve 100 nM ZnCl; eklenmistir. Alinan hiicre igi
¢inko degisim sonuglar1 incelendiginde iki hiicre hattinda da ZnCl; uygulamasinin daha etkin
oldugu gorulmektedir (Sekil 5.2). LX2 ve Hep40 hiicreleri saglikli hiicre hatlar1 degillerdir
ve bazal ¢inko seviyelerinin saglikli hepatositlere gore ¢ok daha diisiik seviyede oldugu
bilinmektedir (39,116). Sirotik dokularda ve hepatoma dokularindaki bazal ¢inko seviyesi
saglikli karacigere oranla %55-75 daha disiiktiir (32). Hicre i¢i ¢inkonun artisina bagh
olarak MTF-1’in aktivasyonunun arttig1 ve artan ¢inkonun dengelenmesi i¢i baslangigta MT
proteinlerinin ifadesinde artis oldugu bilinmektedir. Ancak bazal ¢inko seviyesi normalden
diisiik olan hiicre gruplarinin ¢inko takviyesine verdikleri yanitlarin beklenenden farkli
olabilecegi diistiniilmektedir. ZnCl, uygulanan gruplarda MTF-1’in mRNA seviyesi TPEN
uygulananlarla kiyaslandiginda anlamli bicimde fazla oldugu goriilse de kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli degisimler bulunmamaktadir. MTF-1’in regiile ettigi MT1A
ve MT2 genlerinin mRNA seviyeleri ZnCl,’de daha ¢ok olmakla beraber ¢inko arttirmaya
yonelik uygulamalarin ardindan artmaktadir. Bu durum ¢inkonun artmasina bagli olarak
MTF-1 aktivasyonunun da artmasindan kaynaklandig: seklinde yorumlanabilir. MTF-1’in
nikleusa gegmesi i¢in ¢inko parmak motiflerinin satiire olmasi gerekmektedir, ancak
transkripsiyon faktorii olarak islev kazanmasi i¢in fosforile olmasi sarttir. COS hiicrelerinde
yapilmis bir ¢alismada 20-60 dk arasinda 100 uM ZnCl, uygulanan hiicrelerde MTF-1"in

fosforilasyonunun 2-4 kat arasi arttigi gosterilmistir (117). MTF-1’in aktivasyonunun

56



cinkoya bagli olarak artmaktadir ancak aktivasyon artiginin her zaman mRNA diizeyindeki

artigt isaret etmeyecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 6.1 LX2 ve Hep40 hiicrelerinin uygulama gruplarma gore hiicre i¢i Zn?*

yogunluklar1 (nM)

Kontrol TPEN ZnPT ZnCl;
LX2 0,93 3,55 1,67 1,91
Hep40 1,007 6,36 2,53 3,23

Hicre ici serbest ¢inko 6lctimlerinde Hep40 ve LX2 hiicrelerinin kontrol gruplarinin ¢inko
miktarlarinda oldukga yakin sonuglar alinmigtir. ZnPT ve ZnClz uygulamalarindan sonra
kaydedilen artislar incelendiginde Hep40 hiicrelerinin uygulamalar karsisinda daha c¢ok
etkilendigi gorilmistiir (Cizelge 6.1). Bu durumun kanser hiicrelerinin htcre igi ¢inko
miktarlarinin diismesi ile fibrotik hiicrelerdeki ¢inko azliginin ayni hiicresel mekanizmalar
Uzerinden gergeklesmemesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (39). HCC hiicrelerindeki
hiicresel ¢inkonun azalmasinin sebebi olarak malignlesen hiicrelerin ¢inko kanal
proteinlerinin ifadelerini azaltarak ekstraselliiler ortamdan ¢inko alimini diistirdiikleri daha
once yapilmis ¢alismalarda gosterilmistir (118). Karaciger fibrozunda ve siroz baslangicinda
ise serum ¢inko seviyesi diismektedir ancak diger dokulara kiyasla bu durumdan en ¢ok
etkilenenin karaciger hucreleri oldugu bilinmektedir. Kronik karaciger hasar1 ve siroz
durumunda, hepatositlere hepatik portal ve arterden gelen kanin ulagimini saglayan
sintsoidal limende yapisal bozulmalar basladig1 i¢in hepatositlere serum yoluyla ulasabilen
¢inko miktarinda da ciddi anlamda diisiis yasanmaktadir (119,120). Fibrotik hiicrelerde ve
karsinoma hiicrelerindeki ¢inko diigiikliigiiniin sebeplerinin farkli olmasi, ginko takviyesi
uygulandiginda hem etkilenme diizeylerinin hem de verdikleri hiicresel tepkilerin farkli
olmasini agiklayabilecek niteliktedir. Zip ve ZnT ¢inko kanallarinin mRNA ve protein
seviyelerindeki degisim incelendiginde ZnCl, uygulamasinin ardindan gergeklesen
degisikliklerin istatistiksel olarak daha anlamli ve tutarlidir. Zip8 ve Zip14 kanallar1 hiicre
zar1 lzerinde bulunmaktadirlar bu sebeple hiicre i¢i ¢inko miktarinin takviye ile
arttirllmasmin  ardindan ifadelerinde diisiis goriilmesi hiicresel Zn?* homeostazisinin

saglanmasi agisindan sasirtict degildir. Zip8 i¢in bu durum tutarh olsa da alinan sonuclarda
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Zipl4’in ifadesindeki degisikligin mRNA diizeyinde tam tersi yonde gergeklesmistir. Zipl4
karaciger dokusunda c¢okga c¢alisilan bir kanal proteinidir ve Zipl4 ifadesinin HCC
hiicrelerindeki ifadesinin malignite arttik¢a azaldigr imminohistokimya boyamalariyla da
gosterilmistir (121). Bu ¢alismada yapilan immiinofloresan boyamalarinin sonuclarinda
fibrotik ve hepatoma hticrelerine ZnCl; uygulamasi sonras1 Zip14 ifadesi protein dizeyinde
LX2 hucrelerinde %30 oraninda, Hep40 hicrelerinde %60 oraninda azalmistir. Ancak
MRNA dizeyinde, LX2 hiicrelerinde 8,8 kat, Hep40 hiicrelerinde 2,3 Kkat artis
kaydedilmistir. Iki hiicre hatt:1 arasindaki Kat farkinin fazla olmasinin farkli patolojilerinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Hiicre i¢i ¢inkonun artmasina bagli olarak MTF-1’in aktif
hale gelmesi ile Zip14 transkripsiyonunda artis yasanmasinin miimkiin olabilecegi ancak
hicrelerin ¢inko homeostazisine bagl olarak translasyonun farkli sekilde regiile ediliyor
olabilecegi ihtimaller dahilindedir. Zip7 kanalinin fibrotik hiicrelerde ¢inko artisiyla azalma
egiliminin oldugu hem mRNA hem de protein diizeyinde desteklenmektedir. Bu durum artan
hiicre i¢i ¢inko ile ER’dan Zn?" ¢ikisinin diizenlenmesi yoniinde verilen bir yanit olarak
nitelenebilir. LX2 hiicrelerinde Zip7 aktivitesinde ¢inko artigina bagh azalma oldugu fosfo-
Zip7 ifadesinde goriilen diisiisle de desteklenmistir (Sekil 5.7). Ancak Hep40 hicrelerinde
artan ¢inkoyla birlikte Zip7°’nin mRNA seviyesinde diisiis oldugu gorulurken protein
seviyesinde anlamli artiglar kaydedilmistir. Ek olarak ¢inko artis1 sonrasinda fosfo-Zip7
ifadesi artmustir (Sekil 5.7). Her iki hiicre hattinda da ZnClz uygulamasi sonrasi ZnT7
ifadesinin hem mRNA hem de protein dizeyinde arttigi goriilmektedir fakat mRNA
seviyesindeki artiglar istatistiksel olarak anlamli degildir. ZnT7°nin ifadesinde artis

gorulmesinin artan intraselltler ¢cinkoyu dengelemek icin gergeklestigi diistiniilmektedir.

HDAC I, 1T ve IV smuflari ¢inko-bagimli proteinlerden olugmaktadir. Diger HDAC lar gibi
HDAC4’in de DNA’ya baglanmasi igin yeterli miktarda ¢inko baglamasi gerekmektedir.
HDAC4 ifade baskilayici olarak tek basina aktif degildir. Baskilayici kompleks
icerisindeyken aktif haldedir. Bu kompleksin igerisindeki proteinler hicrenin tipine ve
patolojik durumuna gore degisiklik gostermektedir (98). HDAC3 ise HDAC4’iin baskilayici
ozelliginin islevsellik kazanmasi i¢in bu komplekslerde bulunmak zorundadir (122). Bu tez
calismasinda ¢inkonun fibrozda etkin rolu olan genlerin tzerindeki epigenetik etkisi HDAC4
tizerinden incelenmistir. Ayn1 zamanda total HDAC aktivitesine bakilarak c¢alisilan gen

gruplarinin mRNA diizeylerindeki degisimlere de bakilmstir.
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Cinko takviyesi ile total HDAC aktivitesi degisimi incelendiginde fibrotik hiicrelerde de
kanser hiicrelerinde de HDAC aktivitesinde diisiis oldugu goriilmektedir. LX2 hiicrelerinde
ZnCly uygulamasimin ardindan hiicre i¢i serbest ¢inko konsantrasyonu 0,93 nM’den 1,91
nM’a ylikselmistir. Bu artisin ardindan total HDAC aktivitesinde %30’luk bir azalma
yasanmistir. Hep40 hiicrelerinde ise ZnCl; uygulamasindan sonra ¢inko yogunlugu 1,007
nM’den 3,23 nM’a yiikselmistir. HDAC aktivitesi ise anlamli olmasa da yaklasik %20
azalmistir. Iki hiicre grubunda da HDAC aktivitesi ¢inko yogunlugu arttikca azalmistir ve
bu durumun inceledigimiz ¢inko-bagimli genlere de yansidigi goriilmektedir. iki hiicre
hattinda da MT1A, MT2 ve MMP13 genlerinin mRNA seviyelerinde artan ¢inko ile artis
kaydedilmistir (Sekil 5.19-20). Son yillarda yapilan hepatoma ve epigenetik duizenlemeler
lizerine yapilan ¢alismalarda HDAC aktivitesinin tiimor gelisiminde ve yayiliminda etkin
rolii oldugu gosterilmistir (123,124). HDAC inhibitorleri HCC tedavisi i¢cin umut vaat eden
timor baskilayicilar olarak goriilmektedir (125,126). Hep40 hiicrelerine yapilan ¢inko
takviyesi ile birlikte total HDAC aktivitesinde goriilen diisiisiin ardindan ¢inkonun kanser
hicreleri Uzerindeki olumlu etkisinin  HDAC aktivitesi Uzerinden olabilecegi 6n
gorilmektedir. HDAC aktivitesinde yasanan diisiis ile birlikte ¢alisilan MT proteinlerinin ve
MMP13’in ifadelerinde artig olmasi birbirini destekleyen sonuglardir. MMP2 ve MMP2
inhibitéric TIMP2’nin HCC hastalarindaki ifade dengesi iizerine yapilmis bir ¢aligmada
MMP2 ifadesinin metastaz nodillerinde primer tiimore kiyasla daha fazla oldugu, TIMP2
ifadesinin ise metastazi olan hastalarda ¢ok diisiik seviyelerdeyken sirozlu hastalarda fazla
oldugu gosterilmistir (127). Ayrica HCC hiicrelerinde MMP2’nin regiillasyonun MMP9
aktivitesi ile dizenlenmektedir, kanser yayilimi MMP9 ve MMP2 ifadesindeki artis ile
birlikte artmaktadir (128). Alimnan qRT-PCR sonuglarinda MMP2 ifadesinin ¢inko
takviyesinin ardindan istatistiksel olarak anlamli bir degisim kaydedilmemistir (Sekil 5.20).
MMP2 ifadesinin hepatoma hucrelerinde epigenetik diizenlemelerden daha cok MMP9 ve
TIMP2 ifadelerindeki degisiklikler gibi daha ¢ok genetik diizenlenmelerden etkileniyor

olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

MMP proteinlerinin fibroz olusumunda ve gelisimindeki etkileri hala aydinlatilamamuigtir.
2010 yilinda yayimlanmis bir ¢alismada hepatik stellat hiicrelerinin aktif hale gelerek
miyofibroblastlara doniigitken MMP9 ve MMP13 ifadelerinin HDAC4 aktivitesi ile
baskilandigi, bu durumun ESM birikiminin artmasina sebep olarak fibrojenik aktiviteyi

arttirdigr gosterilmistir (129). 2001°de yayimlanan bir ¢alismada da sekiz hafta boyunca
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CCls enjekte edilerek karaciger fibrozu olan farelerin enjeksiyon tamamlandiktan sonraki
iyilesme periyodunda MMP13 ifadelerinde ciddi bir artis, MMP2 ifadelerinde ise diisiis
kaydedilmistir (130). Ancak 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada MMP ifadesinin artmasinin
fibrozu tetikledigin gosteren bulgular sunulmustur. Safra kanali baglanarak karaciger fibrozu
olusturulan, MMP13 geni diisiiriilmiis farelerin kullanildigi bu ¢alismada, fibroz olusumu
oldukca azdir, MMP2 ve MMP9 ifadeleri ise ¢ok diisiik seviyelerdedir. Ancak MMP13
ifadesi bulunan hayvanlarda fibroz daha agresif ilerlemektedir ve MMP?2 ifadesi artmaktadir
(131). Grubumugz tarafindan yapilan eski bir ¢alismada, dort hafta boyunca CCls enjeksiyonu
yapilarak karaciger fibrozu yapilan farelerden alinan karaciger ornekleri ile ayni yastaki
saglikli farelerin kontrol grubu olarak kullanildig1 bir mikrodizin ¢alismasi yapilmistir.
Bunun sonucunda fibrotik karaciger dokusunda MMP2 ve MMP13 ifadelerinin 6-7 kat
arasinda artti§1 sonucuna ulasilmistir (Cizelge 6.2). Elde edilen bu sonucun MMP2 ve
MMP13’iin fibroz olusumunda rol aldigin1 gosteren c¢alismalar1 destekledigi
distiniilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda alinan qRT-PCR sonuglarinda ise fibrotik hiicrelerde
¢inko yogunlugunun artmasiyla birlikte MMP2 ve MMPI13 ifadelerinde artis oldugu
goriilmiistiir. Alinan farkli dogrultudaki sonuglarin, ¢alisilan hiicrelerin farkli evrelerde
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Fibrotik model olarak kullanilan LX2 hiicreleri, aktif
hepatik stellat hiicrelerdir ve ¢inko takviyesinin ardindan goérilen MMP2 ve MMP13
ifadelerindeki artisin 2010 yilinda aktif hale gelen HSH’ler ile yapilmis ¢alismanin sonuglari
ile uyumluluk gostermektedir. LX2 hiicrelerinde fibrotik fenotip kazanilirken HDAC4
aktivitesi ile ifadesi baskilanan MMP2 ve MMP13 genlerinin ifadelerinde ZnCl;
uygulandiktan sonra goriilen artisin ¢inkonun fibroz {izerindeki olumlu etkisini isaret ettigi
diistiniilmektedir. Ayrica bu durum total HDAC aktivitesinin azalmasiyla da
desteklenmektedir. Grubumuza ait in vivo mikrodizin sonuglarinda goriilen artis 2006
yilinda yaymmlanan c¢aligmanin bulgularim1  desteklemektedir fakat bu mikrodizin
calismasinin farelere yapilacak ¢inko takviyesinin ardindan tekrarlanmasi, yapilan in vivo

deneylerin ¢inkonun etkisi baglaminda daha verimli yorumlanmasini saglayacaktir.
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Cizelge 6.2 Fibrotik fare karaciger dokusu ve saglik fare karaciger dokusu ile yapilan
mikrodizin sonuclari

Gen Adi Kat Degisimi
MT1A 12,447
MT2 38,745
MMP2 6,3
MMP13 7,2

Artan hiicre i¢i serbest ¢inko yogunlugu ile birlikte HDAC4’tin MT1A, MT2, MMP2 ve
MMP13 genlerine baglanmasindaki degisim kromatin immunopresipitasyonu ile
incelenmistir. LX2 hiicrelerinde de Hep40 hicrelerinde de artan ¢inko ile birlikte
HDAC4’tin baglanma yiizdesi artmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda genlerin
baskilanmasi ve mRNA seviyelerinde diisiis goriilmesi gerekirken qRT-PCR sonuglari tam
tersini gostermektedir. Cinko artis1 ile birlikte HDAC4’iin DNA’ya baglanmasinda goriilen
artistn, HDAC4’in aktif kompleks olarak baglanmiyor olabilecegi yoniinde
degerlendirilebilir. HDAC4’tiin baskilayict kompleks ile birlikte aktif hale geldigi

bilinmektedir.

6.2. SONUC

Bu tez ¢aligmasinda karaciger fibrozu ve karaciger kanserinde ¢inko tedavisinin hiicresel
boyutta etkisi hem genetik hem de epigenetik perspektiften incelemistir. LX2 ve Hep40
hiicre hatlarinin kullanildigr bu ¢alismada ¢inko takviyesi ¢inko kanal proteinlerinin
ifadesini hem mRNA hem de protein diizeyinde etkilemektedir. Hiicre i¢i serbest ¢inko
yogunlugunun artmastyla birlikte hiicreye ekstraselliiler ortamdan ¢inko alimini saglayan
Zip8 ve Zipl4 kanallarinin ifadesinde genel egilimin azalma ydniindedir, ER ve golgi
liimeninden sitoplazmaya ¢inko gecisini saglayan Zip7 nin aktivitesi ise azalmaktadir. ER
ve golgi limenine ¢inko alimi1 yapan ZnT7 kanal ifadesi ise sitoplazmada artan ¢inko
yogunluguna paralel olarak artmaktadir. Promotor bolgelerinde MRE konsensiis DNA dizisi
bulunan bu kanal proteinlerinin regiilasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilen MTF-1’in
ifadesinde beklenen ¢inko takviyesinin ardindan beklenen artis mRNA seviyesinde

goriilmemistir. Ancak MTF-1 ile birlikte ¢inko homeostazisinde temel roll olan MT1A ve
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MT2 genlerinde beklenen artiglar yasanmistir. Bu durumun MTF-1’in ¢inko varliginda
aktivitesinin artmasi ancak aktivasyonun mRNA seviyesindeki artisla degil fosforilasyon ile
tetikleniyor olabilecegi seklinde yorumlanmustir. Fibrogenez siirecinde ve hepatoselliiler
karsinoma gelisiminde/yayiliminda rol oynayan MMP proteinlerinin ifadesinde artan serbest
¢inko ile birlikte artis oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu artis total HDAC aktivitesindeki
diistisle de desteklenmistir. Bu sonuclar fibrotik hicreler igin literaturdeki in vitro sonuglarla
uyum icerisindedir. Kanser hiicrelerinde ise artan ¢inko ile birlikte total HDAC aktivitesinde
diislis yasanmasi ¢inkonun, potansiyel tiimor baskilayic1 olarak degerlendirilen HDAC
inhibitorlerine alternatif olarak calisilabilecegi seklinde yorumlanmistir. HDAC4’{in MT ve
MMP genlerine baglanmasi ¢inko artisiyla birlikte iki hiicre tipinde de artmaktadir. Fakat
baglanmadaki artis ve total HDAC aktivitesindeki diistis ile genlerin mRNA seviyelerinde
kaydedilen artis ters diismektedir. Bu durum, HDAC4’iin DNA’ya baglanmasinin ¢inko
varliginda artmasima ragmen aktif kompleks olusumunda ¢inkodan farkli diizenleyicilere
ihtiya¢ duyuluyor olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir. Bulgular 1s18inda, ¢inko takviyesi
ile birlikte fibroz ve kanser hiicrelerinden alinan olumlu yanitin genetik arka planinda MTF-
1 ve Zip/ZnT kanallar iizerinden gerceklesiyor olabilecegi sonucuna varilmistir. Epigenetik
olaraksa ¢inko artis1 ile azalan total HDAC aktivitesinin HDAC4’ten daha etkin rolii oldugu

gorilmiustir.

Bu calismada, bazal hiicre ici ¢inko seviyesi diisiik olan fibrotik model LX2 ve hepatoma
modeli Hep40 hicrelerinin ¢inko homeostazisinde meydana getirilen degisikliklerin
hiicreler tarafindan hangi yolaklar {izerinden dengelenmeye calisildigi ve bu siirecin anti-
fibrotik veya inhibitor etkisinin olup olmadig: arastirilmistir. Bu calismanin devaminda
tamamlanmasi planlanan ilk hedef saglikli hepatosit hattt THLE-3 hiicrelerinde de benzer
deney setlerini tamamlayarak saglikli hepatositler ile fibrotik hiicrelerin ve HCC
hiicrelerinin ¢inko uygulamalarina verdikleri yanitlarin temellendirerek daha ayrintili
degerlendirilmesidir. Caligilan genlerin protein ifadelerindeki degisimlerin western blot ve
immiinofloresan deneylerine ek olarak akim sitometrisi ile 6l¢limii yapilacaktir. MMP2 ve
MMP13 proteinazlarinin mRNA ifadelerine ek olarak c¢inko uygulamasi sonrasinda
aktivitelerinde goriilen muhtemel degisiklikler jelatin zimografi ile incelenecektir. MTF-1
transkripsiyon faktorinin artan ¢inko konsantrasyonu ile aktivasyonunun artip artmadigini
gorebilmek icin MTF-1 ile kromatin immiinopresipitasyonu yapilacaktir. HDAC4 (izerinden

calisilan epigenetik etki mekanizmasini daha i1yi anlayabilmek icin HDAC4’iin baskilayict
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kompleksinin elzem Uyesi HDAC3 ile de kromatin imminopresipitasyonu yapilacaktir.
2018 yilinda yayimlanan bir calismada yenidogan fibroblast hiicre hatti BJ1 (insan)
kullanilarak iiretilen iPS hiicrelerinin fonksiyonelligi ve fenotipi insan HSH ne benzeyen
hiicrelere  farklilastirilabildigi ~ gosterilmistir  (132).  Cinkonun  siroz-fibroz-HCC
prognozundaki roliiniin daha saglikli ¢aligilabilmesi i¢in ilerleyen ¢alismalarimizda model
hicre olarak indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPS) kullanilarak HSH’i iiretilmesi ve

kullanilmas1 planlanmaktadir.
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EKLER

Ek 1: Kullanilan Standart Soliisyonlarin Tarifleri
DEPC’li ddH20

1ml DEPC

11t ddH20

ddH20’ya DEPC eklendikten sonra 1 saat boyunca ¢eker ocagin altinda manyetik karistirict
ile karistirilir. Sonrasinda DEPC’yi inaktif hale getirmek i¢in otoklav yapilir.

10x PBS

80 g NaCl

2 g KCI

8,019 NazHPO4.2H20

29 KH2POq4

1 litre ddH20 pH: 7,2

Kullanilan 1X PBS soliisyonu, 10X PBS’ten seyreltilerek hazirlanmistir.

50X TAE Buffer

2M Tris Baz1 (242 g)

57,1 ml Glasial Asetik Asit
50mM EDTA

1 litre ddH0 ile tamamlanir

Kullanilan 1X TAE tamponu 50X TAE tampon ¢ozeltisinden seyreltilerek kullanilmigtir.
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10 X Aqgaroz jel viikleme bovyasi

0,009g BFB
0,009g XC

2,8mL ddH,0
1,2ml 0,5M EDTA.

Son hacim gliserol eklenerek 15 mL’e tamamlanmistir. Jel elektroforezide kullanilmadan

once 1:10 seyreltilerek kullanilmistir.
10%SDS

100g SDS

11t ddH20

1M Tris

60.55¢ Tris

300ml ddH20

21ml %37 HCI

pH 8.0’°a HCl eklenerek ayarlanmistir, son hacim 500mL’e ddH20 ile tamamlanmustir.
0.5M EDTA

93.05g EDTA

300ml ddH20

pH 8.0’a NaOH eklenerek ayarlanmistir, son hacim 500mL’e ddH20 ile tamamlanmustir.
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Liziz Tamponu

2M NacCl

1M Tris pH:8.2

0.9% lgepal CA-630 (Sigma, Germany)

10x Proteaz Inhibitor Kokteyli (Roche, Germany)

778.5ul ddH20

10X TBS

12.19 g Tris

87,76 g NaCl

pH 8’e ayarlanmistir, son hacim ddH2O eklenerek]1 litreye tamamlanmustir.

IXTBS-T 0.3%

50 ml 10X TBS

450 ml ddH20

300uL Tween-20

Son hacim ddH.0 eklenerek 500 mL’e tamamlanmistir

Western Blot icin bloklama soliisyonu (5%)

2,59 BSA
50mL 1X TBS-T (0.3%)

Kirma Tamponu (2X Protein Yikleme Tamponu)

50mM Tris HCI pH: 6.8

2mM EDTA pH: 6,8
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1% SDS

20% Gliserol

0,02% BFB

1% R-merkaptoetanol

Komassi Mavisi Boyama Sollisyonu

0,25 g Komassi mavisi tozu
45 ml metanol

45 ml ddH20

10 ml Glasial asetik asit

5X Kosturma Tamponu

15 g Tris baz1
72 g Glisin
59 SDS

1 litre ddH-20

Kullanilmadan 6nce 1X’e seyreltilmistir.

Boya S6kme Soliisyonu

100 ml metanol

35 ml asetik asit

365 ml ddH20
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Ek 2: Kullanilan Hiicre Hatlarinin Ozellikleri

LX2

Tar:

Hiicre tipi:

HEP40

Tar:

Hicre tipi:

Insan (Homo sapiens)

Karaciger stellat hiicresi

Insan (Homo sapiens)

Hepatoseluler karsinoma
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Ek 3: LX2 hiicrelerinde Hiicre I¢i Cinkonun Konfokal ile Olgiim Gériintiileri

Bazal Cinko boyamasi Maksimum Cinko boyamasi Minimum Cinko boyamasi
(Fmax) (Fmin)

(F)

) .
TPEN .. .
ZnPT . . .
ZnCIZ . . .
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Ek 4: Hep40 hiicrelerinde Hiicre I¢i Cinkonun Konfokal Ile Ol¢iim Gériintiileri

Bazal Cinko boyamasi Maksimum Cinko boyamasi Minimum Cinko boyamasi
(Fmax) (Fmin)

Kontrol
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Ek-5
LX2 hiicrelerinde Zip7, Zip8, Zipl4 ve ZnT7 kanal proteinleri i¢in yapilan western blot

deneylerinin reprezentatif bant gorintileri.

Zip7
GAPDH

50kDa — T e

Zip? 37kDa = —————— —

sokpa — TN » Zip8
Zip8

42 kDa — == e——e— » B-actin
Zipl4

; 42kDa = nmmrm—— — B-actin

40kDa — - - C— - - _ Znt7
ZnT7

37kDa T e - »  R-actin

Hep40 hiicrelerinde Zip7, Zip8, Zipl4 ve ZnT7 kanal proteinleri i¢in yapilan western blot

deneylerinin reprezentatif bant gorintleri.

50kDa —  wm— - -

Zipl  37kpa — ——— - GAPDH

sokpa — R B R e . 7ips

Zip8
42 kDa — L ——— —— » R-actin
A8 kDa — b mmwe S WSS . 7ipl14
Zipl4
. 42 kDa — A A - ___. B-actin
W00a — .
ZnT7
37kDa = - > R-actin
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Mesenchymal stem cells (MSCs) are a group of adult stem cells.
MSCs are multipotent and in a specific condition, like the presence/
absence of estragen, tend to differentiate inone type of cell line including
osteocytes and adipocytes. Estrogen deficiency is considered as major
cause of osteoporosks, ostecarthritis and obesity in postmenopausal
women. However, this estrogen-dependent switch mechanism
between ostecgenesis and adipogenesis are not epigenetically
explained. Previously, we have shown estrogen treatment decreased
the expression of major adipogenic transcription factors, C/EBPa,
FABP4, PPARy, Adipsin while increasing key osteogenic transcription
factor RUNX2 in MSCs. Here, we report that, estrogen epigenetically
regulate the adipogenic and osteogenic transcription factors via ERa.
Uging Co-IP assay, we indentified proteinprotein interactions between
ERo and histone methyltransferases, EZH2 and Set7/9, and H3K4me3
which is Set7/9 histone methyitransferase’s modification, suggesting
that ERa may promote the recruitment of H3K4me2/3 in order to
modulate histone modifications on transcription factors involved in
differentiation. Through this pathway, estrogen leads and regulates the
MSC differentiation epigenetically

Keywords: Mesenchymal stem cell, Estrogen, Epigenetics, Osteogenesis
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